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1. Einleitung und Fragestellung 
 
Die autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung (ARPKD) stellt eine der häufigsten 
genetischen Nephropathien des Kindesalters dar. Neben zystischen Veränderungen der Niere 
geht die Erkrankung stets mit einer Beteiligung des Gallengangsystems der Leber einher. Das 
klinische Spektrum der ARPKD ist sehr variabel. Es reicht von intrauteriner Manifestation 
mit letalem Verlauf bis zu Fällen mit milder Ausprägung und Überleben bis in das 
Erwachsenenalter. 30% der Patienten versterben jedoch in der Neugeborenenperiode, meist an 
den Folgen einer respiratorischen Insuffizienz. Bei älteren Patienten stehen Nierenversagen 
und Komplikationen der portalen Hypertension als Todesursachen im Vordergrund. Der zum 
Teil sehr schwere Verlauf der Erkrankung und das statistische Wiederholungsrisiko von 25% 
für jedes weitere Kind fordern eine zuverlässige Pränataldiagnostik. Fetale Ultraschall-
untersuchungen müssen als unsicher eingestuft werden, der Einsatz der indirekten 
Genotypisierung mittels Kopplungsanalyse ist nicht immer möglich. In einigen Fällen kann 
deshalb nur der direkte Mutationsnachweis zu einer sicheren Diagnose führen. Das ARPKD-
Gen, PKHD1 (polycystic kidney and hepatic disease 1), konnte 2002 identifiziert werden und 
liegt auf Chromosom 6p12. Das Gen erstreckt sich über eine Länge von mindestens 470 kb 
genomischer DNA, das Transkript des längsten offenen Leserahmens umfasst 66 Exons und 
kodiert ein Protein aus 4074 Aminosäuren und einer molekularen Masse von 447 kDa. 
In dieser Arbeit soll DHPLC als ein Verfahren zur Detektion von Sequenzvarianten im 
PKHD1-Gen eingeführt werden. Neben der diagnostischen Relevanz kann die Analyse von 
PKHD1-Mutationen einen Beitrag zum Verständnis der molekularen Ursachen der ARPKD 
leisten. Durch eine Erweiterung des Mutationsspektrums können genauere 
Genotyp/Phänotyp-Korrelationen aufgestellt werden. Aufgrund der sehr hohen Sensitivität 
und des hohen Probendurchsatzes gilt DHPLC als ein ideales Verfahren zur Mutationsanalyse 
großer Multi-Exon-Gene. Für eine Vielzahl von humanen Genen sind bereits entsprechende 
DHPLC-Bedingungen etabliert worden. Die Sensitivität der Methode ist stark abhängig von 
der gewählten Analysetemperatur. In der vorliegenden Arbeit soll die Wavemaker-Software 
als ein Programm zur Vorhersage von DHPLC-Analysebedingungen getestet werden. Die 
Detektierbarkeit bereits bekannter PKHD1-Sequenzvarianten wird überprüft, um die 
Sensitivität der etablierten Methode zu ermitteln. Zudem werden die Mutationsspezifität der 
DHPLC-Muster und ihre Reproduzierbarkeit diskutiert. Schließlich werden die gewonnen 
Ergebnisse im Vergleich zu anderen Studien betrachtet und die Grenzen der DHPLC erörtert. 
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2.1 Autosomal-rezessive polyzystische Nierenerkrankung (ARPKD) 
2.1.1 Formale Genetik und Inzidenz 
 
„In surviving individuals cystic kidneys are inherited dominantly. In nonviable 
individuals cystic kidneys are recessive.” 
MARQUARDT, 1935 
 
In der ersten Hälfte des 20. Jahrhunderts unterschied MARQUARDT erstmals zwei verschiedene 
Erbgänge für polyzystische Nierenerkrankungen.  
1971 stellten BLYTH & OCKENDEN die Ergebnisse ihrer Arbeit vor. Die Klassifikation der 
childhood type of polycystic disease unterteilt die ARPKD in vier Subtypen. Aufgrund 
histologischer Befunde und klinischer Daten von 25 Patienten unterschieden sie einen 
perinatalen, neonatalen, infantilen und juvenilen Typ. Jeden Subtypen verstanden die Autoren 
als eine eigene genetische Entität und postulierten vier verschiedene Genorte. 
ZERRES et al. (1984) hingegen versuchten die hohe klinische und morphologische Variabilität 
des Krankheitsbildes der ARPKD durch multiple Allelie zu erklären. Multiple Allelie 
bedeutet, dass viele verschiedene Mutationen desselben Gens die unterschiedlichen 
Phänotypen verursachen. 
Die bisweilen beobachtete intrafamiliäre Variabilität des Krankheitsverlaufs [DEGET et al., 
1995; KAPLAN et al., 1988] spricht ebenfalls für multiple Allelie und nicht für genetische 
Heterogenie [ZERRES et al., 1998a]. 
Zahlreiche aktuelle molekulargenetische Befunde (s. Kapitel 2.1.7, Kapitel 2.2.4) und die 
Kartierung des ARPKD-Genlocus auf Chromosom 6p [ZERRES et al., 1994] bestätigen diese 
Theorie. 
 
Eine genaue Angabe der Häufigkeit der ARPKD ist nicht möglich. Die geschätzte Inzidenz 
reicht von 1:20.000 bis 1:40.000 [GUAY-WOODFORD & DESMOND, 2003; ZERRES et al., 
1998b, 2003]. ARPKD ist in der pädiatrischen Nephrologie und der humangenetischen 
Beratung und Diagnostik, insbesondere wegen der Schwere des Krankheitsverlaufs, von 
großer Bedeutung. 
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2.1.2 Klassifikation und Morphologie 
 
Der Begriff „zystische Nierenerkrankung“ orientierte sich in der Vergangenheit eng an 
pathologisch-anatomischen Befunden (Einteilung nach Potter Typ I-IV) [OSATHANONDH & 
POTTER, 1964].  
Molekulargenetische Ergebnisse der letzen Jahre gewinnen jedoch immer mehr Einfluss auf 
die Klassifikation dieser heterogenen Krankheitsgruppe. 
Eine aktuelle Einteilung unterscheidet erworbene von hereditären zystischen Nieren-
erkrankungen. 
Erworbene Zystennieren (acquired cystic kidney disease) treten zum Beispiel im Rahmen 
einer Analgetika-Nephropathie oder als Folge einer Dialyse-Behandlung auf. So zeigen 40-
50% der hämodialysierten Patienten zystische Nierenveränderungen in Abhängigkeit von der 
Dauer der Dialyse-Behandlung [ZERRES & RUDNIK-SCHÖNEBORN, 2000]. 
In die Gruppe der hereditären Zystennieren fallen neben zystischen Nierenveränderungen im 
Rahmen angeborener Syndrome oder einer Nephronophthise auch die polyzystischen 
Nierenerkrankungen (PKD). 
Polyzystische Nierenerkrankungen umfassen die autosomal-dominante Form (ADPKD) mit 
einem Manifestationsalter typischerweise um das 30. Lebensjahr und die autosomal-rezessive 
Form (ARPKD), die durch frühen, meist pränatalen Beginn gekennzeichnet ist.  
Die pathologisch-anatomisch definierten Begriffe „Potter Typ III“ für ADPKD und „Potter 
Typ I“ für ARPKD werden heute zunehmend zugunsten der genetischen Bezeichnungen 
verlassen. 
 
Morphologische Veränderungen der Niere treten bei ARPKD stets symmetrisch auf, d.h. sie 
betreffen beide Nieren. Vor allem bei schwer betroffenen Neugeborenen sind die Nieren 
massiv vergrößert, wobei die Nierenform erhalten bleibt. Im Schnittbild imponieren 
Ansammlungen von Mikrozysten mit ca. 2 mm Durchmesser, die sich radiär vom Nierenmark 
bis in den Cortex erstrecken [MCDONALD et al., 1999; Abb. 2.1]. Mikrodissektions-Studien 
konnten zeigen, dass es sich um zylindrisch oder fusiform dilatierte Sammelrohre [VERANI et 
al., 1989] und distale Tubulusabschnitte handelt (Abb. 2.2). Glomeruläre Nephronabschnitte 
sind primär nicht betroffen. Das quantitative Ausmaß der Zystenbildung ist variabel, es 
können wenige bis nahezu alle Sammelrohre befallen sein. 
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Abb. 2.1: ARPKD - makroskopisches Schnittpräparat Niere 
Die Abbildung zeigt eine vergrößerte Niere mit dilatierten Nephronabschnitten, 
die radiär angeordnet das Nierenparenchym vom Nierenmark bis in den Cortex 
durchziehen. Einzelne Zysten sind nicht erkennbar. Die Niere bekommt dadurch 
einen spongiösen Aspekt. 
(Abb. aus Coffman, 2002) 
 
 
 
 
Abb. 2.2: ARPKD – mikroskopisches Schnittpräparat Niere 
Es sind die typischen fusiformen Aufweitungen der Sammelrohre und distalen 
Tubuli dargestellt. 
(Abb. aus Zerres et al., 2003) 
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Bei längerem Krankheitsverlauf kann das pathoanatomische Bild der Niere vom 
Beschriebenen abweichen. Die gleichförmige Anordnung der Mikrozysten verändert sich, es 
finden sich uneinheitliche Zysten von mehreren Zentimetern Durchmesser.  
Insgesamt ähneln die morphologischen Befunde dann häufig denen bei ADPKD. Auch 
Ultraschall-Untersuchungen an 14 Kindern, die die Neugeborenenperiode überlebten, zeigten 
Parallelen zur autosomal-dominanten Form [BLICKMANN et al., 1995]. 
 
ARPKD geht stets mit Leberbeteiligung im Sinne einer Duktalplattenmissbildung (DPM) 
einher. Histologisch zeigen sich hyperplastische, zystisch aufgeweitete Gallengänge und eine 
Vermehrung des portalen und interlobulären Bindegewebes (Abb. 2.3). Isoliert betrachtet 
werden diese Leberveränderungen auch als kongenitale hepatische Fibrose (CHF) bezeichnet. 
Ob es eine CHF ohne Nierenbeteiligung überhaupt gibt, konnte jedoch bis heute nicht 
vollständig geklärt werden [ZERRES & RUDNIK-SCHÖNEBORN, 2000]. Die Mehrzahl der 
Autoren geht mittlerweile davon aus, dass es sich bei beiden Befunden (Nieren- und 
Leberbeteiligung) um zwei verschiedene Manifestationen derselben Krankheit handelt 
[COBBEN et al., 1990; KAPLAN et al., 1988; LANDING et al., 1980]. So forderten ZERRES et al. 
2003, die meisten Fälle von „klassischer“ CHF ohne weitere Fehlbildungen im Rahmen von 
Syndromen als milde Manifestationen von ARPKD mit unbedeutender Nierenbeteiligung zu 
betrachten. Das Ausmaß der hepatischen Fibrosierung ist variabel, es nimmt mit der 
Lebensdauer der Patienten zu [ZERRES et al., 2003]. In sehr seltenen Fällen kann die CHF 
auch bei Patienten mit ADPKD auftreten [COBBEN et al. 1990].  
Eine massive zystische Aufweitung der größeren Abschnitte des intrahepatischen 
Gallengangsystems bezeichnet man als Caroli-Syndrom. Eine häufige Assoziation mit 
ARPKD und somit CHF ist vielfach beschrieben [BERNSTEIN et al, 1975; KLATSKIN & CONN, 
1993]. OGBORN vermutet 1994, dass ARPKD und das Caroli-Syndrom aufgrund des gleichen 
pathogenetischen Mechanismus, jedoch durch Befall unterschiedlicher Abschnitte des 
hepatischen Gallengangsystems, verschiedene Stadien bzw. Manifestationsformen einer 
Krankheitsentität darstellen. 
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Abb. 2.3: Leberbeteiligung bei ARPKD  
Das Präparat zeigt die charakteristische Duktalplattenmissbildung mit 
hyperplastischen, zystisch dilatierten Gallengängen und portaler Fibrosierung 
(CHF = congenital hepatic fibrosis) 
(Abb. aus Zerres et al., 2003) 
 
 
2.1.3 Klinisches Erscheinungsbild 
 
Das klinische Bild der ARPKD ist in Abhängigkeit vom Ausmaß der morphologischen 
Veränderungen der beteiligten Organe sehr variabel. Das Spektrum reicht von Fällen mit 
früher Manifestation und Tod in den ersten Lebenstagen bis hin zu symptomarmen Verläufen 
und Überleben bis in die sechste Lebensdekade [NEUMANN et al., 1988]. 
Die von BLYTH & OCKENDEN 1971 vorgelegte Klassifikation der childhood type of polycystic 
disease unterscheidet für die ARPKD vier Subtypen. Aufgrund histologischer Befunde und 
klinischer Daten beschrieben die Autoren einen perinatalen, neonatalen, infantilen und 
juvenilen Typ. Die Schlussfolgerung, jede Form bilde eine eigene Entität mit jeweils anderem 
zugrunde liegenden Genort, konnte widerlegt werden (s. Kapitel 2.1.1). Vielmehr scheint es 
sich bei perinataler und juveniler Form um die entgegengesetzten Enden des Spektrums einer 
Krankheit zu handeln. 
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Die häufigste Manifestationsform der ARPKD ist der perinatale Typ. Klinisch zeigen sich 
beidseits massiv vergrößerte Nieren; eine teilweise Anhebung des Zwerchfells kann zu 
Hypoplasie der Lunge führen. 30-50% der Neugeborenen versterben innerhalb von Stunden 
nach der Geburt an den Folgen einer respiratorischen Insuffizienz [KÄÄRIÄINEN et al., 1988; 
ZERRES et al., 1998b]. Eigentliches Nierenversagen ist bei dieser Gruppe von Patienten in der 
Regel nicht die Todesursache.  
Bei sehr schwer betroffenen Fällen kann es durch Verminderung der intrauterinen renalen 
Ausscheidung zur Ausbildung eines Oligohydramnion kommen. Phänotypisch entsteht dann 
das Bild der Potter-Sequenz mit charakteristischer Potter-Facies (Hypertelorismus, 
Epikanthus, Ohrmuscheldysplasie, Mikrogenie).  
 
Wird die als besonders kritisch geltende Neugeborenenperiode überlebt, ist die Prognose 
optimistischer. Es stehen nun klinische Zeichen der Nieren- und Leberveränderungen im 
Vordergrund.  
Arterielle Hypertonie stellt eines der Hauptprobleme in dieser Patientengruppe dar. ZERRES et 
al. (1996) stellten bei 70% der untersuchten 115 Kinder eine behandlungsbedürftige 
Hypertonie fest. Schwierigkeiten ergeben sich vor allem durch die beobachtete 
Therapieresistenz. Zudem sind Fälle bekannt, bei denen sich der Blutdruck phasenweise, zum 
Teil sogar über einige Jahre, wieder normalisiert. Der einer Hypertonie bei ARPKD zugrunde 
liegende pathophysiologische Mechanismus ist bis heute nicht vollständig geklärt. KAPLAN et 
al. berichteten 1989, dass die Plasmaspiegel von Renin und Aldosteron bei ARPKD-Patienten 
mit arterieller Hypertonie nicht erhöht, in einigen Fällen sogar erniedrigt sind. Weiterhin 
beobachteten sie eine Erhöhung des intravasalen Volumens und eine Hyponatriämie, welche 
vor allem in der neonatalen Periode auftrat. GUAY-WOODFORD & DESMOND (2003) 
vermuteten als Ursache der Hypertonie einen Defekt der Natrium-Reabsorption in den 
zystisch erweiterten Sammelrohren, da in ihrer Studie bei 96% der an Hypertonie leidenden 
Patienten auch eine Hyponatriämie auftrat. 
Ein weiterer den klinischen Verlauf der ARPKD bestimmender Aspekt ist die 
Niereninsuffizienz. 72% der untersuchten Patienten hatten eine eingeschränkte glomeruläre 
Filtrationsrate (GFR) [ZERRES et al., 1996]. Eine Progression zur terminalen 
Niereninsuffizienz (ESRD = end stage renal disease) trat bei bis zu 50% der Erkrankten im 
Beobachtungszeitraum ein, meist im Laufe der ersten Lebensdekade [COLE et al., 1987; 
GUAY-WOODFORD & DESMOND, 2003; ROY et al., 1997]. Im Rahmen der chronischen 
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Niereninsuffizienz können sekundäre Erkrankungen wie renale Anämie, renale Osteopathie 
und Wachstumsretardierung auftreten.  
So konnten ZERRES et al. 1996 bei 25% ihrer Patienten eine Körpergröße unterhalb der dritten 
Perzentile nachweisen. Auch Harnwegsinfektionen kommen bei ARPKD häufig vor. 
Klinische Zeichen der kongenitalen hepatischen Fibrose (CHF) sind portale Hypertension, 
Hepato- und Splenomegalie mit Hypersplenismus. Komplikationen, z.B. Blutungen aus 
Ösophagusvarizen, können lebensbedrohliches Ausmaß annehmen. ZERRES et al. (1996) 
fanden bei 46% ihrer Patienten eine klinisch und sonographisch nachweisbare Leber-
beteiligung. Die Leberfunktion ist in der Regel normal. Eine statistisch signifikante Erhöhung 
der Leberenzym-Aktivitäten konnte nur für y-GT nachgewiesen werden. In der längsten 
longitudinalen ARPKD-Studie trat in 83% der Fälle eine Hepatomegalie auf, Splenomegalie 
entwickelten 68% der Patienten [ROY et al., 1997]. KAPLAN et al. (1989) beobachteten bei ca. 
der Hälfte der Patienten einen Hypersplenismus mit konsekutivem Abfall der Leuko- und 
Thromozytenzahlen. Rezidivierend auftretende Cholangitiden mit multiplen Leberabszessen 
gelten als Manifestation des Caroli-Syndroms [KLATSKIN & CONN, 1993].  
Allgemein akzeptiert ist ein häufigeres Auftreten von portaler Hypertension mit 
zunehmendem Alter der Patienten [GUAY-WOODFORD & DESMOND, 2003; ZERRES et al. 
1996].  
Bei ARPKD-Patienten im späten Kindes- und Jugendalter steht die Lebersymptomatik häufig 
im Vordergrund, Nierenveränderungen sind dann unter Umständen mild ausgeprägt und 
möglicherweise ein Zufallsbefund in der bildgebenden Diagnostik [ROY et al., 1997]. 
 
Es bleibt abzuwarten, ob die portale Fibrose der Leber in Zusammenhang mit der Progression 
der Nierenerkrankung steht, oder ob beide Prozesse unabhängig voneinander fortschreiten 
[GUAY-WOODFORD & DESMOND, 2003]. 
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2.1.4 Diagnosekriterien und Pränataldiagnostik 
 
Um die klinische Diagnose der ARPKD zu stellen, sollten folgende Kriterien nach ZERRES et 
al. (1996) erfüllt sein: 
                
 • typische klinische Zeichen mit charakteristischem Ultraschall-Befund  
      (massiv vergrößerte Nieren, erhöhte Echogenität des Parenchyms) 
 
 und 
 
 • mindestens eines der folgenden Kriterien 
      • fehlender Nachweis renaler Zysten im Ultraschall-Befund beider Elternteile 
  • klinische Zeichen der Leberfibrose 
  • gesicherte pathoanatomische Diagnose der ARPKD bei mindestens einem  
     betroffenem Geschwisterteil 
  • elterliche Konsanguinität  
 
Aufgrund des sehr variablen klinischen Verlaufs kann sich die Diagnosefindung bei ARPKD 
in einigen Fällen jedoch als äußerst schwierig erweisen. Gerade die als richtungweisend 
geltende Vergrößerung der Niere stagniert mit steigendem Alter [ZERRES et al., 1996]. Das 
sonographische Bild der Nieren von älteren Kindern kann dem bei ADPKD sehr ähnlich sein 
[BLICKMANN et al., 1995]. Bei Fällen mit milder Nierenbeteiligung sind 
Ultraschalluntersuchungen wenig aussagekräftig. Hier bietet eine Leberbiopsie weitere 
diagnostische Möglichkeiten. Doch selbst der histologische Nachweis einer CHF kann die 
Diagnose der ARPKD nicht sicherstellen, seitdem bekannt ist, dass CHF – wenn auch nur 
selten – ebenfalls bei ADPKD und weiteren nephrologischen Krankheitsbildern (z.B. 
Nephronophthise) auftreten kann. Auch das Fehlen renaler Zysten bei den Eltern schließt 
ADPKD nicht aus. Zum einen sollten beide Elternteile, dem Häufigkeitsgipfel der ADPKD 
entsprechend, über 30 Jahre alt sein, zum anderen können bei ADPKD Neumutationen mit 
leerer Familienanamnese vorkommen [OGBORN, 1994]. 
 
Angesichts des zum Teil schweren Verlaufs der ARPKD mit infauster Prognose und des 
statistischen Wiederholungsrisikos von 25% für jedes weitere Kind, nehmen viele betroffene 
Familien eine Pränataldiagnostik in Anspruch. Vorgeburtliche Ultraschalluntersuchungen 
zeigen Nierenveränderungen häufig erst in der zweiten Schwangerschaftshälfte [ZERRES et al., 
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1988]. Insgesamt muss die Pränataldiagnostik mittels fetaler Sonographie als sehr unsicher 
eingestuft werden [ZERRES et al., 1988, 1998a; REUSS et al., 1990].  
Die Kartierung des ARPKD-Genlocus auf Chromosom 6p [ZERRES et al., 1994] machte die  
vorgeburtliche Diagnostik auf molekulargenetischer Basis möglich. Mittels indirekter 
Genotypisierung ist in vielen Fällen eine frühe und zuverlässige Pränataldiagnostik 
durchführbar. Indirekte Genotypisierung erfolgt mittels Kopplungsanalyse, bei der 
Haplotypen für polymorphe, den ARPKD-Locus flankierende DNA-Marker bestimmt 
werden. Als DNA-Marker werden Mikrosatelliten verwendet, die eine genetische Distanz von 
1-2 cM zum ARPKD-Locus nicht überschreiten, also eine Rekombinationsfrequenz von max. 
1-2% aufweisen [VOLZ et al., 1994; MÜCHER et al., 1994]. Es wird DNA des zu 
untersuchenden Fetus gewonnen, dies geschieht mittels Chorionzottenbiopsie (in der 10.-12. 
SSW) oder Amniozentese (in der 15.-17. SSW). Man vergleicht nun die Haplotypen des zu 
untersuchenden Fetus und beider Elternteile mit denen des Indexpatienten. Voraussetzung für 
eine erfolgreiche Vorhersage ist jedoch, dass in der jeweiligen Familie schon ein Kind von 
ARPKD betroffen war und von diesem Indexpatienten ausreichend DNA zur Verfügung steht. 
Im Rahmen der indirekten Genotypisierung ist keine Diagnosestellung selbst möglich, die 
Methode benötigt stets eine gesicherte Diagnose als Basis. Demnach sind in Fällen mit 
diagnostischen Zweifeln die Möglichkeiten der indirekten Genotypisierung begrenzt, fehlende 
DNA des Indexpatienten macht die Durchführung der Analysen sogar unmöglich. [ZERRES et 
al., 2003]. Letzteres ist aufgrund des frühen Versterbens betroffener Patienten nicht selten.  
In diesen Fällen kann eine zuverlässige genetische Beratung und Pränataldiagnostik nur mit 
Hilfe einer direkten Mutationsanalyse durchgeführt werden (s. Kapitel 2.2.4).  
 
2.1.5 Differentialdiagnosen 
 
Wichtigste klinische Differentialdiagnose ist die frühmanifeste Form der ADPKD. Aufgrund 
des dominanten Vererbungsmodus sind aber in der Regel, im Gegensatz zur ARPKD, 
Nierenzysten bei einem Elternteil nachweisbar. ADPKD tritt mit einer Inzidenz von 1:1000 
bis 1:500 auf [WILSON, 2002], ca. 2% der Fälle manifestieren sich vor dem 15. Lebensjahr 
[KÄÄRIÄINEN, 1987]. Es sind Krankheitsverläufe bekannt, bei denen die ADPKD schon 
pränatal und vor Erkrankungsbeginn des vererbenden Elternteils erkannt wurde [ZERRES et 
al., 1982], so dass Verwechslungen mit ARPKD möglich sind (s. Kapitel 2.1.3).  
Bezüglich der Abgrenzung kann in diesen Fällen der direkte Mutationsnachweis 
diagnostische Klarheit erbringen. 
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Weitere, sehr viel seltenere Differentialdiagnosen sind die juvenile Nephronophthise, die 
Nierendysplasie (Zystennieren Typ Potter II) sowie Nierenzysten im Rahmen von 
Syndromen, wie z.B. das Meckel-Syndrom oder die tuberöse Sklerose, welche sich jedoch 
klinisch meist sicher abgrenzen lassen [ZERRES & RUDNIK-SCHÖNEBORN, 2000]. 
Erworbene Zystennieren stellen eine weitere Krankheitsgruppe dar und müssen 
differentialdiagnostisch immer berücksichtigt werden (s. Kapitel 2.1.2). Solitärzysten sind ein 
häufiger Zufallsbefund in der Normalbevölkerung, RAVINE et al. (1993) fanden sie bei 11,5% 
der über 50-jährigen Studienteilnehmer. 
Die massiv vergrößerten Nieren können das klinische Bild eines malignen Tumors, vor allem 
Neuroblastom oder bilateraler Wilms-Tumor, vortäuschen. Mittels radiologischer 
Untersuchungen lässt sich ARPKD durch Darstellung der dilatierten Sammelrohre jedoch von 
neoplastischen Prozessen trennen. 
 
2.1.6 Therapieoptionen und Prognose 
 
Bei der Behandlung der ARPKD mit schwerer Manifestation im Neugeborenenalter stellt die 
Stabilisierung der respiratorischen Funktion die wichtigste Maßnahme dar. In der Mehrzahl 
der Fälle wird eine maschinelle Beatmung notwendig. Die massiv vergrößerten Nieren 
behindern die Atemexkursionen des Zwerchfells und das Entfalten der Lunge. In einigen 
Fällen konnte nur durch uni- oder bilaterale Nephrektomie eine Verbesserung der Ventilation 
erreicht werden [BEAN et al., 1995; MUNDING et al, 1999; SUMFEST et al., 1993]. SHUKLA et 
al. (2004) berichten von einem Fall, bei dem eine Nephrektomie links durchgeführt werden 
musste, da die stark vergrößerte Niere eine enterale Ernährung verhinderte. Nach erfolgter 
Nephrektomie schließt sich in diesen Fällen eine Nierenersatztherapie als Peritonealdialyse 
oder eine Nierentransplantation an.  
Wird die Neugeborenenperiode überlebt, steht die Überwachung des intravaskulären 
Volumens und der Serum-Elektrolyte im Vordergrund. Besonders eine Hyponatriämie ist 
typisch und sollte abhängig vom Volumenstatus korrigiert werden. 
Für die Behandlung der sehr häufig auftretenden arteriellen Hypertonie gibt es keinen 
einheitlichen Therapievorschlag. Meist werden Kombinationen aus ACE-Hemmern, Diuretika 
und Calciumantagonisten eingesetzt [GUAY-WOODFORD & DESMOND, 2003]. Die Aufklärung 
des zu Grunde liegenden pathophysiologischen Mechanismus kann hierbei die Grundlage für 
neue Therapieansätze bilden (s. Kapitel 2.1.3). 
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Es liegen positive Erfahrungen mit dem Einsatz von rhGH (recombinant human growth 
hormone) zur Behandlung einer, bei einigen Patienten signifikanten, Wachstumsretardierung 
vor [LILOVA et al., 2003]. Alle fünf behandelten Patienten sprachen gut auf die rhGH-
Therapie an, es wurden nur minimale Nebeneffekte beobachtet.  
Die fortschreitende Niereninsuffizienz bei ARPKD entwickelt sich meist in den ersten zehn 
Lebensjahren zur ESRD (s. Kapitel 2.1.3); Dialyse und Nierentransplantation bilden dann die 
einzigen Therapieoptionen. Die Fortschritte der Nierenersatztherapie und -transplantation 
konnten bei diesen Patienten die renal bedingte Mortalität senken, so dass leberassoziierte 
Komplikationen für die Prognose entscheidend sind. In mehreren Studien wurde die Langzeit-
Überlebensrate von ARPKD-Patienten nach Nierentransplantation untersucht [DAVIS et al., 
2003; KHAN et al., 2002; ROY et al., 1997]. KHAN et al. (2002) konnten in 80% der Todesfälle 
einen direkten Zusammenhang mit hepatischen Komplikationen herstellen. In 10 von 14 
Todesfällen verstarben die Patienten mit funktionsfähigem Nierentransplantat [DAVIS et al., 
2003]. Bakterielle Sepsis war in dieser Studie häufigste Todesursache. Die Autoren vermuten, 
dass diese durch die hepatischen Veränderungen, wie portale Fibrose und aszendierende 
Cholangitis bedingt sind. 
Steht die portale Hypertension im Vordergrund der klinischen Symptomatik, müssen 
Ösophagusvarizen-Blutungen als lebensbedrohliche Komplikation stets berücksichtigt 
werden. In vielen Fällen ist die Anlage eines portosystemischen Shunts [FONCK et al., 2001] 
oder eine endoskopische Sklerosierung [GUAY-WOODFORD & DESMOND, 2003] notwendig.  
Über simultane oder sequentielle Leber- und Nierentransplantation bei ARPKD liegen bisher 
nur wenige Ergebnisse vor. Es bleibt abzuwarten, ob dieser Eingriff in einigen Fällen 
prognostische Vorteile erbringen kann. 
 
Eine genaue Prognose ist für ARPKD aufgrund des weiten klinischen Spektrums der 
Erkrankung schwer abzuschätzen. 30-50% der betroffenen Neugeborenen versterben früh 
nach der Geburt, meist an den Folgen einer respiratorischen Insuffizienz [KÄÄRIÄINEN et al., 
1988; ZERRES et al., 1998b]. Durch die Möglichkeiten der neonatalen Intensivmedizin und 
maschinellen Beatmung wird diese Zahl in Zukunft wahrscheinlich sinken.  
Wird das erste Lebensjahr vollendet, liegt die 10-Jahres-Überlebsrate bei 82% [KAPLAN et al., 
1989], die 15-Jahres-Überlebensrate wird mit 67-79% angegeben [KAPLAN et al., 1989; ROY 
et al., 1997]. 
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2.1.7 Molekulargenetik 
 
1994 gelang es ZERRES et al. das ARPKD-Gen auf Chromosom 6p21-cen zu kartieren. In der 
Studie wurden Kopplungsanalysen an 16 Familien mit vorwiegend milder klinischer 
Ausprägung der ARPKD durchgeführt. MÜCHER et al. (1994) konnten das Intervall noch auf 
die Chromosomenregion 6p21.1-p12 einengen. Untersuchungen von GUAY-WOODFORD et al. 
zeigten 1995, dass für die schwere perinatale ARPKD-Form ebenfalls Kopplung mit 
Chromosom 6p vorliegt. Diese Ergebnisse erklärten die These, dass trotz des weiten 
Spektrums der klinischen Phänotypen, nur ein ARPKD-Gen existiert. 
Die chromosomale Region 6p21.1-p12 ist sehr genreich. Erst sieben Jahre später 
identifizierten zwei Gruppen unabhängig voneinander das ARPKD-Gen und nannten es 
PKHD1 (polycystic kidney and hepatic disease 1) [WARD et al., 2002; ONUCHIC et al., 2002].  
Das PKHD1-Gen erstreckt sich über eine Länge von mindestens 470 kb genomischer DNA. 
Es umfasst mindestens 87 Exons, die durch ein komplexes Muster alternativ gespleißter 
Transkripte miteinander verknüpft sind [ONUCHIC et al., 2002]. Das längste durchgehende 
Leseraster (ORF = open reading frame) besteht aus 66 Exons und kodiert ein Protein aus 
4074 Aminosäuren mit einer molekularen Masse von 447 kDa.  
Das Genprodukt „Fibrocystin“ [WARD et al., 2002] bzw. „Polyductin“ [ONUCHIC et al., 2002] 
ist ein integrales Membranprotein. Abb. 2.4 zeigt die Strukturvorhersage für Fibrocystin/ 
Polyductin auf der Basis computergestützter Analysen (SMART, PROSITE). Eine 
Transmembrandomäne (TM) teilt das Protein in einen kurzen zytoplasmatischen Carboxy-
Terminus und einen extrazellulären Abschnitt aus 3858 Aminosäuren. 
Der extrazelluläre Amino-Terminus enthält sechs bis sieben Kopien einer TIG/IPT-Domäne 
(immunoglobulin-like fold shared by plexins and transcription factors), die mit einer Länge 
von 80 bis 100 Aminosäuren in einer Vielzahl verschiedener Proteine vorkommt. Die 
extrazelluläre Lokalisation dieser Domänen und die zahlreichen Wiederholungen des Motivs 
zeigen Ähnlichkeiten zu Proteinen der Sema Superfamilie [ONUCHIC et al., 2002; WARD et 
al., 2002]. Zu dieser Gruppe gehören membranständige Rezeptormoleküle wie der 
Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (HGFR), makrophagen-stimulierendes Protein-
Rezeptor (Ron) und die Familie der Plexine, die an der Regulation der zellulären Proliferation 
und Verankerung beteiligt sind. Aufgrund der teilweise strukturellen Gleichartigkeit lässt sich 
vermuten, dass auch Polyductin/Fibrocystin Rezeptorfunktion übernimmt. 
Als weiteres, wichtiges Motiv des PKHD1-Genprodukts konnten mindestens neun PbH1-
Repeats (parallel beta-helix 1) identifiziert werden [ONUCHIC et al., 2002]. Diese sind in drei 
Gruppen zwischen der letzten TIG/IPT-Domäne und dem transmembranen Abschnitt 
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angeordnet (Abb. 2.4). PbH1-Strukturen stellen in Proteinen meist die Liganden-bindende 
Domäne Polysaccharid-katalysierender Enzyme (Polysaccharidasen) dar [ONUCHIC et al., 
2002]. Fibrocystin/Polyductin könnte durch die Anwesenheit multipler PbH1-Repeats 
vergleichbare katalytische Fähigkeiten aufweisen. 
Zusätzlich fanden ONUCHIC et al. (2002) im zytoplasmatischen C-Terminus drei putative 
Proteinkinase-A-Phosphorylierungs-Domänen. 
Die Vorgänge des alternativen Spleißens der mRNA-Transkripte bringen nach der Translation 
verschiedene Genprodukte hervor. Es lassen sich grob zwei Gruppen bilden [ONUCHIC et al., 
2002; Abb. 2.4]. Polypeptide mit vorhandener Transmembrandomäne und membranständiger 
Anordnung (Polyductin-M) enthalten das längste durchgehende Leseraster. Der anderen 
Gruppe fehlt der transmembrane Abschnitt, es erfolgt nach der Translation die Sekretion in 
den Extrazellulärraum (Polyductin-S).  
 
Abb. 2.4: Struktur von Polyductin 
und verwandten Proteinen 
Polyductin weist multiple IPT-
Domänen und PbH1-Repeats im 
extrazellulären Teil auf.  
Polyductin-M ähnelt mit einem kurzen 
zytoplasmatischen Carboxy-Terminus, 
einer TM-Domäne und einem langen 
extrazellulären Abschnitt der Sema-
Proteinfamilie (u.a. HGFR und Plexin 
A3). 
Polyductin-S hingegen besitzt keine 
Membranverankerung und kann in den 
Extrazellulärraum abgegeben werden. 
 
(Abb. aus Onuchic et al., 2002) 
 
Die zusammenfassende Betrachtung der geschilderten strukturellen und funktionellen 
Domänen lässt Rückschlüsse auf die Funktion von Polyductin/Fibrocystin zu. Unter 
Berücksichtigung des pathoanatomischen Bilds bei ARPKD ist für das PKHD1-Genprodukt 
eine Beteiligung an Prozessen der Zellproliferation und –verankerung wahrscheinlich, 
zusätzlich ist eine Funktion als Rezeptor denkbar. 
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Die stärkste Expression zeigt Fibrocystin/Polyductin in fetalem und adultem Nierengewebe. 
Deutlich schwächer ist die Expression in Leber und Pankreas [ONUCHIC et al., 2002; WARD et 
al., 2002]. 
 
Ergebnisse zum bisherigen Stand der Mutationsanalyse im PKHD1-Gen werden in Kapitel 
2.2.4 dargestellt. 
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2.2 Mutationsanalyse – methodische Grundlagen 
 
Die Analyse von Sequenzvarianten ist ein wichtiges Standbein genetischer Forschung. Sie 
kann zur Identifizierung menschlicher Krankheitsgene [ONUCHIC et al., 2002; WARD et al., 
2002] ebenso eingesetzt werden wie zur Charakterisierung genetisch heterogener 
Viruspopulationen [LEITNER et al., 1993]. Weitere Anwendungsmöglichkeiten finden sich in 
der Populationsgenetik und Evolutionsforschung. Darüber hinaus wird mittlerweile von 
unzähligen klinischen Laboratorien weltweit direkte Genotypisierung, basierend auf 
Mutationsnachweis, für eine Reihe von hereditären Krankheiten angeboten, um so die Basis 
genetischer Beratung und Diagnostik zu schaffen. 
Es existiert eine Vielzahl verschiedener Techniken zur Mutationsdetektion mit zum Teil 
erheblichen Unterschieden in Sensitivität und Spezifität. Die Auswahl der geeigneten 
Methode richtet sich aber auch nach dem zu untersuchenden Gen und dessen zugrunde 
liegender Struktur. So sind zum Beispiel sowohl für ß-Thalassämie als auch für Hämophilie A 
jeweils über 100 verschiedene Mutationen bekannt. Das ß-Globulin-Gen ist aber nur 1,5 kb 
lang und besteht aus drei Exons, während das Faktor-VII-Gen eine Länge von über 186 kb hat 
und 26 Exons umfasst. Eine genetische Diagnostik bei Hämophilie A stellt also eine 
wesentlich größere Herausforderung an die Methoden der Mutationsdetektion, vor allem 
wenn die Analytik und Beratung kosteneffektiv und zeitnah durchgeführt werden soll. 
Im Folgenden werden drei gängige Verfahren zum Nachweis von Sequenzvarianten 
vorgestellt und ihre jeweiligen Vorzüge sowie Nachteile dargestellt. Der Schwerpunkt liegt 
auf dem Kapitel DHPLC, da im Rahmen der vorliegenden Arbeit DHPLC als Methode zur 
Mutationsdetektion im PKHD1-Gen für die ARPKD-Forschungsgruppe Aachen etabliert 
werden sollte. 
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2.2.1 SSCP-Analyse 
 
Mutationsdetektion durch Analyse von SSCP-Bandenmustern geht auf ORITA et al. (1989) 
zurück. SSCP (single stranded conformation polymorphism) beschreibt das Verhalten 
einzelsträngiger DNA durch die starke Neigung zur Basenpaarung verschiedene 
Sekundärstrukturen (Konformationen) anzunehmen, welche die Laufeigenschaften des 
Fragments in der Gelelektrophorese beeinflussen. Während sich doppelsträngige DNA-
Moleküle hauptsächlich in Abhängigkeit ihrer Größe im elektrischen Feld bewegen, ist die 
Konformationsänderung bei einzelsträngiger DNA vor allem von Temperatur und 
Basensequenz abhängig. Eine Veränderung der Basenabfolge (z.B. durch eine Punktmutation) 
kann also unter optimalen Bedingungen durch verändertes Laufverhalten in der 
Gelelektrophorese vom Wildtyp unterschieden werden. 
Für die SSCP wird das zu untersuchende DNA-Fragment mittels PCR amplifiziert. Das PCR-
Produkt wird kurz denaturiert, um Einzelstränge zu erhalten. Die Elektrophorese erfolgt meist 
auf einem 5-10%igen Polyacrylamidgel, es werden jedoch auch spezielle Gel-Matrices, z.B. 
MDE-Gele (FMC Bioproducts) verwendet. Die Darstellung der DNA-Banden erfolgte im 
ursprünglichen Protokoll [ORITA et al., 1989] durch radioaktive Marker, heute wird meist eine 
Silberfärbung durchgeführt. 
In der Literatur wird für die Methode eine allgemeine Sensitivität von 60-85% angegeben 
[HAYASHI & YANDELL, 1993; SHEFFIELD et al., 1993]. Die Wahrscheinlichkeit eine 
Sequenzabweichung zu detektieren nimmt jedoch mit der Länge des zu untersuchenden 
Fragments stark ab, so dass der Einsatz der SSCP-Analyse auf Fragmente mit einer 
maximalen Länge von 200-300 Basenpaaren begrenzt ist. Zudem werden die Ergebnisse einer 
SSCP-Analyse maßgeblich von Umgebungsvariablen wie Temperatur und Beschaffenheit der 
verwendeten Elektrophorese-Matrix beeinflusst. Um die Sensitivität bei der Suche nach 
unbekannten Mutationen zu erhöhen ist es deshalb sinnvoll, die Untersuchung eines 
Fragments bei verschiedenen Bedingungen durchzuführen, wobei der apparative Aufwand 
jedoch deutlich wächst. 
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2.2.2 Direktsequenzierung 
 
Die Sequenzierung nach SANGER et al. (1977) gehört mittlerweile zu einer Standardmethode 
in der Molekulargenetik. Dieses Verfahren beruht auf dem Einbau markierter 
Didesoxynukleotide in den neu synthetisierten DNA-Strang, was zu einem Kettenabbruch 
führt. Im Gegensatz zur radioaktiven Sequenzierung werden heute meist vier, 
verschiedenfarbig fluoreszenz-markierte Didesoxynukleotide verwendet [PROBER et al., 
1987]. Die Synthese der zu sequenzierenden DNA erfolgt durch T7- oder thermostabile Taq-
Polymerasen. Automatische Sequenziergeräte übernehmen die Detektion der 
Fluoreszenzsignale und die computergestützte Auswertung der Rohdaten.  
Die Methode der Sequenzierung findet in der Mutationsanalytik breite Anwendung. Nach der 
Detektion einer putativen Sequenzvariante durch andere Verfahren (z.B. SSCP, DHPLC) 
sollten die auffälligen Proben sequenziert werden, um eine vorhandene Mutation zu 
verifizieren und ihre genaue Position bestimmen zu können. Andererseits kann die Methode 
selbst zur Suche unbekannter Mutationen verwendet werden, man spricht dann von 
Direktsequenzierung. Es ist verständlich, dass die Ermittlung der Basenabfolge eines 
Nukleinsäure-Fragments einen der sichersten Wege darstellt, eine Sequenzvariante zu 
erkennen.  
Direktsequenzierung gilt als Gold-Standard für die Mutationsanalyse kleiner Gene mit 
wenigen Exons [KLEIN et al., 2001]. Bei größeren, komplexen Multi-Exon-Genen, wie z.B. 
PKHD1, kommen Primärscreening-Verfahren wie DHPLC zum Einsatz [CHOY et al., 1999; 
LE MARECHAL et al., 2001; XIAO & OEFNER, 2001]. Direktsequenzierung gilt hier als zu 
zeitaufwändig und kostenintensiv und ist der halbautomatisierten DHPLC-Methode deshalb 
bei hohem Probendurchsatz unterlegen. 
 
 
2.2.3 DHPLC 
 
DHPLC (denaturing high-performance liquid chromatography) wurde erstmals 1995 von 
OEFNER & UNDERHILL als ein Verfahren zur Mutationsdetektion beschrieben. Es beruht im 
Wesentlichen auf der Unterscheidung zwischen Homo- und Heteroduplices in einem PCR-
Produkt zweier chromosomaler Fragmente.  
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2.2.3.1 Temperaturmodulierte Heteroduplexanalyse (TMHA) 
 
Durch Erhitzen der PCR-Amplikons auf 95°C (Denaturierung) und langsames Abkühlen auf 
Raumtemperatur lagern sich die entstandenen Einzelstränge wieder zu Doppelsträngen 
zusammen. Trägt eines der beiden Fragmente eine Mutation, d.h. weichen die Sequenzen an 
einer bestimmten Stelle voneinander ab, so bilden sich Heteroduplices mit Basenpaarungen 
außerhalb des Watson-Crick-Systems, wie z.B. G-T und A-C. In gleicher Menge entstehen 
Homoduplices, bei welchen die gegenüberliegenden Basen komplementär sind (Abb. 2.5). 
 
Abb. 2.5: Schematische Darstellung der 
Homo- und Heteroduplex-Bildung 
Bei heterozygoten Anlageträgern sind 
Wildtyp und mutierte DNA im Verhältnis 
1:1 vorhanden. Nach Denaturierung 
entstehen durch Hybridisierung Homo- 
und Heteroduplices in gleicher Menge. 
Heteroduplices tragen Basen-Mismatches 
und sind dadurch weniger thermostabil. 
 
(Abb. nach Schwarzer, 2000) 
 
Die entstandenen Heteroduplices können nun aufgrund der veränderten physikalischen 
Eigenschaften der Doppelstrang-DNA mit Hilfe einer hochauflösenden Polymermatrix von 
den Homoduplices getrennt werden. Dies geschieht mittels Ionenpaar-Umkehrphasen-
Chromatographie [OEFNER & UNDERHILL, 1995]. Als stationäre Phase hat sich eine aus 
alkylierten, hydrophoben Polystyren-Divinylbenzol Partikeln bestehende Säule als Standard 
durchgesetzt [HUBER et al., 1993; BONN et al., 1996]. In der mobilen Phase übernimmt das 
amphiphile Molekül TEAA (Triethylammoniumacetat) Brückenfunktion. Die hydrophoben 
Alkylketten binden an die Chromatographiesäule, so dass die Ammonium-Kationen ein 
positives Oberflächenpotential generieren. Über elektrostatische Wechselwirkungen können 
die negativ geladenen Phosphatgruppen der in der mobilen Phase gelösten DNA-Moleküle an 
die Säule binden. Durch eine kontinuierlich steigende Acetonitrilkonzentration werden die 
DNA-Fragmente schließlich von der Säule gewaschen, da die Bindung zwischen der 
hydrophoben Säule und den Alkylketten des TEAA gelöst werden. 
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2.2.3.2 Mutationsdetektion 
 
Bei einer für das jeweilige Fragment optimalen Analysetemperatur (s. unten) eluieren die 
thermolabileren Heteroduplices vor den Homoduplices. Ein UV-Detektor registriert die 
abgewaschenen DNA-Fragmente bei einer Wellenlänge von 254 nm, die Auswertung erfolgt 
computergestützt in einem Absorptions-Zeit-Chromatogramm (Abb. 2.6).  
Im Idealfall sollten bei heterozygoten Mutationsträgern im Chromatogramm vier Peaks zu 
erkennen sein, zwei Heteroduplex-Peaks und zwei Homoduplex-Peaks, da sich beide Formen 
einer Duplexspezies an einer Basenposition voneinander unterscheiden (Abb. 2.5). Der 
Unterschied der Retentionszeiten ist aber meist so gering, dass er von der Säule nicht erfasst 
wird [XIAO & OEFNER, 2001].  
In der Mehrzahl der Fälle zeigt das Chromatogramm bei Heterozygoten zwei Peaks, der erste 
verursacht durch die thermolabileren Heteroduplices, der zweite durch die Homoduplices 
(Abb. 2.6). Zum Teil ist es aber auch nur eine zusätzliche Schulter im Homoduplex-Peak, die 
auf die Anwesenheit von Heteroduplices und damit auf eine Sequenzvariante schließen lässt 
[SCHMITT et al., 2000]. Die Art und Weise, wie sich Heteroduplex-Peaks im Chromatogramm 
darstellen wird vor allem durch die Schmelzeigenschaften der dem Mismatch benachbarten 
Basen beeinflusst [KE & WARTELL, 1993].  
Bei homozygoten Anlageträgern bilden sich keine Heteroduplices, es entstehen vier 
identische Homoduplices, so dass ein homogener Peak im Chromatogramm resultiert (Abb. 
2.6). Durch Zugabe von amplifizierter Wildtyp-DNA in gleichen Teilen lässt sich die 
Mutation jedoch darstellen [HUBER et al., 1993; Abb. 2.6]. 
  
Abb. 2.6: DHPLC-Chromatogramme 
Die Abbildung zeigt die Ergebnisse einer 
DHPLC-Analyse eines 185 bp Fragments 
bei 61°C. Mutationen im heterozygoten 
Zustand lassen einen Heteroduplex-Peak 
erkennen, der deutlich vor den 
Homoduplices eluiert. Durch Mischen mit 
dem Wildtyp wird bei Homozygoten ein 
heterozygoter Zustand erreicht. Bei der 
Mutation handelt es sich um einen SNP 
(single nucleotide polymorphism). 
 
(Abb. nach Schmitt et al., 2000) 
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2.2.3.3 Bestimmung der DHPLC-Analysetemperaturen 
 
Die Detektion von Sequenzvarianten mittels DHPLC ist stark abhängig von der 
Analysetemperatur. Unter nicht denaturierenden Bedingungen, bei Temperaturen bis 50°C, ist 
die Retentionszeit doppelsträngiger DNA rein längenabhängig [OEFNER & UNDERHILL, 2002]. 
Lange DNA-Fragmente besitzen eine größere Anzahl Phosphatgruppen, mit denen TEAA 
eine Bindung eingehen kann, so dass sie länger an der Chromatographiesäule haften. 
Die Unterscheidung zwischen Homo- und Heteroduplices gleicher Länge setzt partiell 
denaturierende Bedingungen voraus. Aufgrund der nicht homologen Basenpaarung haben 
Heteroduplices einen geringeren Schmelzpunkt, denaturieren also schon bei niedrigeren 
Temperaturen als vergleichbare Homoduplices. Bei Temperaturen knapp unterhalb dieses 
Schmelzpunktes ist demnach die teilweise Denaturierung der Heteroduplices schon weiter 
fortgeschritten als die der Homoduplices. Ideale Trennergebnisse liefert DHPLC bei einer 
Analysetemperatur, bei der noch 70-85% des Fragments als Doppelstrang vorliegt [SCHMITT 
et al., 2000]. Je nach Länge und GC-Gehalt des Fragments liegt diese Temperatur im Bereich 
zwischen 50°C und 70°C [OEFNER & HUBER, 2002].  
Die verschiedenen Ansätze zur Ermittlung der idealen Analysetemperatur der einzelnen PCR-
Fragmente sollen kurz vorgestellt werden. 
Ursprünglich wurde die optimale Analysetemperatur eines PCR-Fragments empirisch 
ermittelt. Ausgehend von einer Säulentemperatur von 50°C wird bei diesem Verfahren eine 
Testprobe des zu untersuchenden Fragments mehrfach auf die Säule gebracht. Zwischen jeder 
Injektion wird die Temperatur schrittweise erhöht. Als ideal wird bei dieser Methode die 
Temperatur erachtet, bei welcher ein signifikanter Abfall (ca. 1 min) der Retentionszeit des 
Duplex-Peaks im Chromatogramm auftritt. O`DONOVAN et al. (1998) erreichten mit dieser 
Methode in ihrer Blindanalyse der DHPLC eine Sensitivität von 100%. Trotz der hohen 
erreichbaren Sensitivität hat diese Methode deutliche Nachteile. Der hohe Zeitaufwand bei 
der Ermittlung der geeigneten Analysetemperaturen verhindert Automatisierung und hohen 
Probenumsatz. Zudem bleibt die Anwesenheit multipler Schmelzdomänen in PCR-
Fragmenten unberücksichtigt, so dass die Möglichkeit besteht, einige Sequenzvarianten nicht 
nachweisen zu können. 
Mittlerweile stehen Computerprogramme zur Verfügung, die das theoretische 
Schmelzverhalten eines PCR-Produkts auf Grundlage dessen Sequenz berechnen können. 
Die DHPLC Melt-Software ist im Internet (http://insertion.stanford.edu/melt.html) frei 
verfügbar. Der in diesem Programm benutze Algorithmus geht auf JONES et al. (1999) zurück.  
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Die optimale Analysetemperatur einer Sequenz ist hier definiert als die Temperatur, bei der 
50% des Fragments schon aufgeschmolzen, d.h. einzelsträngig vorliegt. Besitzt eine Sequenz 
mehrere Schmelzdomänen, werden Temperaturen für die einzelnen Sequenzabschnitte 
angegeben. Diese Temperaturen können als zusätzliche Analysebedingungen genutzt werden. 
Mit dieser Methode der Temperaturfindung wurden Detektionsraten von 86% [Klein et al., 
2001], 96% [Jones et al., 1999] und 100% [WAGNER et al., 1999] erreicht. 
Eine weitere Möglichkeit zur computergestützten Bestimmung von DHPLC-
Analysetemperaturen bietet die von Transgenomic entwickelte Wavemaker-Software. Das 
Programm ermittelt für ein vorgegebenes PCR-Fragment eine Analysetemperatur. Eine 
wesentliche Neuerung bringt die graphische Darstellung der Schmelzeigenschaften des 
Fragments, einzelne Schmelzdomänen treten deutlich hervor. Die vorgeschlagene Temperatur 
kann gegebenenfalls bearbeitet oder durch zusätzliche Temperaturen ergänzt werden. Die 
genaue Vorgehensweise bei der Etablierung von DHPLC-Analysebedingungen mit der 
Wavemaker-Software ist in Kapitel 3.4.2 dargestellt. 
In der Literatur sind erste Ergebnisse eines Vergleiches beider Computerprogramme 
beschrieben. Eine Arbeit zur Analyse der Detektierbarkeit von VHL-Keimbahnmutationen bei 
von-Hippel-Lindau-Syndrom zeigt eine Überlegenheit der Wavemaker-Software gegenüber 
dem DHPLC Melt-Programm [KLEIN et al., 2001]. Einer Detektionsrate von 86% bei den mit 
der DHPLC Melt-Software ermittelten Temperaturen steht hier eine Sensitivität von 95% mit 
der Wavemaker-Software gegenüber.  
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2.2.3.4 Einsatzgebiete der DHPLC und Vergleich mit anderen Verfahren 
 
Das Haupteinsatzgebiet von DHPLC ist die Mutationsanalyse krankheitsverursachender 
Gene. Mit der oben beschriebenen Technik lassen sich SNPs, kleinere Insertionen und 
Deletionen in DNA-Fragmenten bis zu einer Länge von 1,5 kb detektieren [XIAO & OEFNER, 
2001]. Für über 100 humane Gene sind bereits entsprechende DHPLC-Bedingungen etabliert 
worden (http://insertion.stanford.edu/pub.html).  
Zu den am intensivsten untersuchten Genen gehören die Brustkrebs-Gene BRCA1 und BRCA2 
[GROSS et al., 1999, 2000; WAGNER et al., 1999]. In der Studie von WAGNER et al. (1999) 
entdeckte nur DHPLC alle 58 BRCA1-Mutationen, die zuvor durch Sequenzierung 
identifiziert worden waren. Bei einem ausführlichen Mutationsscreening des FBN1-Gens 
(Marfan-Syndrom) wurden alle durch SSCP bekannten Sequenzvarianten mittels DHPLC 
gefunden. Darüber hinaus detektierte DHPLC weitere 17 Mutationen, die mit SSCP 
unerkannt blieben [LIU et al., 1997], so dass die Anzahl bekannter FBN1-Mutationen 
verdoppelt wurde. Auch bei Blindanalysen von 103 Mutationen in insgesamt 42 
verschiedenen PCR-Fragmenten der CFTR-Gens (zystische Fibrose) und der Gene für 
tuberöse Sklerose, TSC1 und TSC2, war die Mutationsdetektionsrate mit 96% für DHPLC 
höher verglichen mit 85% für SSCP [JONES et al., 1999]. ROSSETTI el al. legten 2002 ihre 
Ergebnisse eines umfassenden Mutationsscreenings der ADPKD-Gene PKD1 und PKD2 
mittels DHPLC vor. Bei 45 nicht verwandten Individuen fanden die Autoren neben insgesamt 
34 Mutationen eine Vielzahl von nicht pathogenen Polymorphismen. Alle zuvor 
beschriebenen Basenaustausche wurden mittels DHPLC detektiert. Die gleiche Arbeitsgruppe 
veröffentlichte 2003 die Ergebnisse einer DHPLC-Mutationsanalyse des PKHD1-Gens bei 
ARPKD [Rossetti et al., 2003]. Diese Studie wird in Kapitel 2.2.4 genauer vorgestellt und in 
Kapitel 5 im Vergleich zur vorliegenden Arbeit diskutiert 
 
Die durch DHPLC-Mutationsanalyse gewonnenen Erkenntnisse finden in einer Vielzahl 
verschiedener Bereiche Anwendung. Gefundene Mutationen in Krankheitsgenen können bei 
der Diagnosefindung helfen, die Aufstellung von Genotyp-Phänotyp-Korrelationen hat bei der 
genetischen Beratung Bedeutung. Durch DHPLC identifizierte Sequenz-Polymorphismen 
können für Kopplungsanalysen als genetische Marker eingesetzt werden, wodurch die 
Kartierung und Identifizierung von Kandidatengenen beschleunigt wird [XIAO & OEFNER, 
2001]. Die Identifizierung von Polymorphismen auf dem menschlichen Y-Chromosom bietet 
neue Ansätze evolutionsbiologischer Forschung. Bislang sind mittels DHPLC insgesamt 205 
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Marker in 1062 Individuen von allen 5 Kontinenten beschrieben worden [UNDERHILL et al., 
1997, 2000; SHEN et al., 2000]. 
 
Im Vergleich zur Direktsequenzierung ist die Mutationsanalyse eines PCR-Fragments mittels 
DHPLC zehnmal preiswerter und achtmal schneller durchführbar [WAGNER et al., 1999]. Die 
Kosten für die DHPLC-Analyse einer Probe werden mit ca. US$1 angegeben [CHOY et al., 
1999]. Der Analysevorgang dauert ca. 8 Minuten pro Probe, die Injektion des PCR-Produkts 
auf die Säule wird vom Gerät übernommen, bei entsprechender Vorbereitung können bis zu 
192 Proben in 24 Stunden untersucht werden [KUKLIN et al., 1999]. Durch den Einsatz von 
DHPLC-Geräten mit high-throughput accelerator (Transgenomic Wave 3500HT) kann der 
Probendurchsatz verdoppelt werden, so dass eine Analyse von 192 Proben in 12 Stunden 
möglich ist. 
 
Aufgrund der hohen Sensitivität, der vergleichsweise niedrigen Kosten und des hohen 
Probendurchsatzes ist DHPLC ein ideales Verfahren zur Detektion von Sequenzvarianten in 
großen Genen. 
 
 
2.2.4 Mutationsanalyse des PKHD1-Gens 
 
Detektion und Analyse von PKHD1-Genmutationen bilden eine wichtige Grundlage zur 
Aufklärung der molekularen Ursachen der ARPKD. Zudem kann durch direkten 
Mutationsnachweis eine zuvor zweifelhafte klinische Diagnose eindeutig gestellt werden. In 
der Pränataldiagnostik verbleibt der direkte Mutationsnachweis nicht selten als einzige 
Möglichkeit einer zuverlässigen genetischen Beratung betroffener Familien (s. Kapitel 2.1.4). 
 
Bis heute sind 119 verschiedene PKHD1-Sequenzvarianten beschrieben worden [BERGMANN 
et al., 2003; FURU et al., 2003; ONUCHIC et al., 2002; ROSSETTI et al., 2003; WARD et al., 
2002]. Einen ständig aktualisierten Überblick bietet die PKHD1-Mutation-Datenbank im 
Internet (http://www.humgen.rwth-aachen.de). Die gefundenen Mutationen liegen verstreut 
über das gesamte PKHD1-Gen, eine Anhäufung in bestimmten Gen-Bereichen konnte nicht 
nachgewiesen werden [BERGMANN et al, 2003]. Vielmehr handelt es sich bei den meisten 
Sequenzvarianten um sog. „private“ Mutationen, d.h. einzelne Mutationen sind beschränkt auf 
eine Familie, ohne gehäuftes Auftreten einer Mutation in mehreren Familien.  
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Betrachtet man alle fünf Studien (s. oben) zusammen, verursachen 59% der Mutationen einen 
Aminosäure-Austausch (Missense-Mutation), in 33% der Fälle führen die Mutationen zu 
einem trunkierten Genprodukt (Frameshift- und Nonsense-Mutation). Splice-Site-Mutationen 
sind eher die Ausnahme. Insgesamt wurden bis heute 249 mutationstragende Allele 
untersucht. Die Vielzahl verschiedener Mutationen zeigt das hohe Ausmaß multipler Allelie 
des PKHD1-Gens. 
Obwohl keine eindeutigen Hinweise auf einen „Mutationshotspot“ gefunden wurden, treten 
gewisse Mutationen häufiger auf. Die Sequenzvariante c.107C>T (p.T36M) in Exon 3 wurde 
in allen fünf Studien entdeckt und ist die bis jetzt am häufigsten gefundene Mutation. Die 
Mutationsanalysen zeigten weiterhin, dass die Mehrzahl der untersuchten Patienten 
compound heterozygot ist, beide Allele also unterschiedliche Mutationen tragen. 
 
Vorläufige Genotyp-Phänotyp-Korrelationen konnten eher für den Typ der Mutation als für 
die jeweilige Position der Mutation im Gen erstellt werden. In der Patientengruppe mit 
mildem klinischen Verlauf sind Missense-Mutationen signifikant häufiger vertreten, während 
Kettenabbruch- und Leseraster-Mutationen eher mit der schweren, peri- oder neonatal letalen 
Form assoziiert sind [BERGMANN et al., 2003; FURU et al., 2003]. Kein Patient mit zwei 
trunkierenden Mutationen überlebte die neonatale Periode [BERGMANN et al., 2003].  
Auf der anderen Seite wurden bei Patienten mit schwerer Form der ARPKD auch Missense-
Mutationen gefunden, so dass eine generelle Assoziation von Aminosäure-Austausch mit 
moderatem Phänotyp nicht gültig ist [BERGMANN et al., 2003; FURU et al., 2003]. 
 
Die Mutationsdetektionsraten liegen in den durchgeführten Studien zwischen 47% [ROSSETTI 
et al., 2003] und 61% [BERGMANN et al., 2003]. In vier der fünf Studien wurde DHPLC als 
Verfahren zur Mutationsanalyse eingesetzt, nur BERGMANN et al. benutzten SSCP. Verglichen 
mit der in der Literatur, insbesondere für DHPLC, angegebenen Sensitivität sind die 
ermittelten Detektionsraten relativ niedrig (s. Kapitel 2.2.3 und Kapitel 5). Teilt man die 
Patienten jedoch nach Schwere des Krankheitsbildes in Gruppen, so ergeben sich für die 
Gruppe mit schwerster Ausprägung (perinatale Form der ARPKD) Detektionsraten bis zu 
85% [ROSSETTI et al., 2003]. Im Gegensatz dazu liegt sie bei Patienten mit moderatem 
Phänotyp nur bei ca. 40% [BERGMANN et al., 2003; ROSSETTI et al., 2003]. 
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Neben krankheitsverursachenden Mutationen ist im PKHD1-Gen eine Reihe von Sequenz-
Polymorphismen bekannt, die mit unterschiedlicher Frequenz in der Normalbevölkerung 
vorkommen [BERGMANN et al., 2003; FURU et al., 2003; ROSSETTI et al., 2003]. Die 
Differenzierung dieser harmlosen Sequenzvarianten von pathogenen Mutationen stellt eine 
Herausforderung der direkten Mutationsanalyse dar, da bei ARPKD, aufgrund des 
Vererbungsmodus, Mutationen mit einer Allelfrequenz von 1:70 auch in gesunden 
Kontrollindividuen vorkommen [ZERRES et al., 1998a]. Neben der Ermittlung der Häufigkeit 
der Sequenzvariante in der Normalbevölkerung und der Untersuchung der Segregation in 
betroffenen Familien, kann auch der Nachweis der Konservierung der mutierten Base in 
anderen Spezies bei der Unterscheidung zwischen pathogener Mutation und Polymorphismus 
behilflich sein. 
 
Die extreme Größe des PKHD1-Gen und die hohe Anzahl verschiedener Mutationen 
(multiple Allelie) machen die direkte Genotypisierung bei ARPKD anspruchsvoll. Probleme 
ergeben sich auch durch die zum Teil schwierige Differenzierung zwischen pathogener 
Missense-Mutation und harmlosem Polymorphismus. In dieser Arbeit soll die DHPLC-
basierte Mutationsanalyse des PKHD1-Gens für die ARPKD-Forschungsgruppe der RWTH 
Aachen etabliert und so SSCP als Verfahren zur Detektion von Sequenzvarianten abgelöst 
werden. Eine Erweiterung des Mutationsspektrums bietet die Möglichkeit der genaueren 
Charakterisierung der bisherigen Genotyp/Phänotyp-Korrelationen. Neben der Art der 
Mutation sollte in einem zweiten Schritt auch die Lokalisation der Mutation mit einem 
Phänotyp in Zusammenhang gebracht werden, um Einsichten in die Beziehungen zwischen 
Struktur und Funktion des PKHD1-Genprodukts zu erlangen. 
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3. Material und Methoden 
3.1 Patientenmaterial 
3.1.1 Positivkontrollen aus Vorarbeiten 
 
ARPKD-Patienten mit bekannten Mutationen dienten in dieser Arbeit als Positivkontrollen. 
Es handelte sich hauptsächlich um Patienten aus der Studie von BERGMANN et al. (2003), in 
der PKHD1-Genmutationen mittels SSCP und Sequenzierung detektiert wurden. Einige 
Proben stammten aus der Arbeit von ONUCHIC et al. (2002), in deren Rahmen das PKHD1-
Gen identifiziert wurde (s. Kapitel 2.1.7). Weitere vier Proben tragen Sequenzvarianten, die 
von FURU et al. (2003) publiziert wurden. Insgesamt konnten 64 verschiedene 
Sequenzvarianten als Positivkontrollen eingesetzt werden. Diese teilen sich auf in 24 
Missense-, 16 Frameshift- (Deletetion/Insertion), vier Nonsense- und zwei Splice-Site-
Mutationen, zudem in 14 exonische und vier intronische Polymorphismen. Tabelle 3.1 gibt 
einen Überblick über die Lokalisation der Sequenzvarianten. Die Positivkotrollen verteilen 
sich auf  36 der 77 analysierten PCR-Fragmente. 
Zu Beginn der Arbeit lagen die Proben in Form genomischer DNA, isoliert aus Leukozyten 
oder paraffineingebetteten Gewebeblöcken, vor. Alle Proben wurden auf eine DNA-
Konzentration von 20 ng/µl verdünnt.  
Die Positivkontrollen konnten nun genutzt werden, um die ermittelten DHPLC-Bedingungen 
zu überprüfen und so anzupassen, dass die jeweiligen Sequenzvarianten im Chromatogramm 
deutlich vom Wildtyp-Muster zu unterscheiden waren. 
 
3.1.2 Wildtyp-DNA-Proben 
 
Als Wildtyp-Kontrollen wurden DNA-Proben gesunder, anonymisierter Probanden 
verwendet. Genomische DNA aus Leukozyten lag bereits vor. Es erfolgte eine Verdünnung 
der DNA-Proben auf ebenfalls 20 ng/µl. 
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Exon PCR- Sequenzvariante Aminosäure- Mutationstyp Referenz
  Fragment (cDNA) Austausch    
2 3.1        
3 4 c.107C>T p.T36M Missense 1 
    c.126delT p.F42fsX63 Deletion 1 
4 5 c.234C>T p.D78D exon. Polymorph. 1 
5 6        
6 7        
7 8 c.498delT p.T166fsX178 Deletion 1 
    IVS7+19T>C   intron. Polymorph. 1 
8 9        
9 11 c.664A>G p.I222V Missense 1 
    c.667G>A p.G223S Missense 1 
10 12        
11 13 c.711_714delAATG p.S237fsX244 Deletion 2 
12 14        
13 15        
14 16 IVS13-1G>A   Splice-Site 1 
    c.982C>T p.R328X Nonsense 1 
    c.1068_1069insT p.P356fsX357 Insertion 1 
    c.1106_1113delGACAACCTinsTGTC p.G369fsX412 Deletion/Insertion 1 
15 17        
17.2A IVS15 -10T>A   intron. Polymorph. 1 
  c.1409_1410delGT p.G470fsX480 Deletion 1 
17.2B c.1409_1410delGT p.G470fsX480 Deletion 1 
  c.1418T>G p.I473S Missense 1 
  c.1486C>T p.R496X Nonsense 1 
  c.1487G>C p.R496P Missense 1 
16 
  IVS16+1G>A   Splice-Site 1 
17 17.3 c.1587T>C p.N529N exon. Polymorph. 1 
18 18 c.1620_1621insAGTT p.E541fsX556 Insertion 2 
19 19 IVS18 -33C>G   intron. Polymorph. 1 
    c.1736C>T p.T579M exon. Polymorph. 1 
20 20        
21 21 c.1968G>T p.W656C Missense 1 
    c.2046A>C p.P682P exon. Polymorph. 1 
    c.2107G>A p.D703N Missense 1 
22 21.1        
23 23        
24 24 c.2414C>T p.P805L Missense 1 
    c.2489A>G p.N830S exon. Polymorph. 1 
25 25        
26 26.1        
26.2A        
26.2B c.2990T>A p.M997K Missense 1 27 
  c.3089C>A p.A1030E Missense 1 
28 27        
29 28 c.3306delT p.Y1102X Deletion 2 
30 29 c.3367G>A p.G1123S Missense 1 
    c.3537T>C p.N1179N exon. Polymorph. 1 
31 30        
31.12 c.3756G>C p.L1252L exon. Polymorph. 1 
  c.3785C>T p.A1262V exon. Polymorph. 1 
31.34 c.3958_3959delGG p.G1320fsX1322 Deletion 1 
31.56 c.4457C>T p.P1486L Missense 1 
31.78        
32 
31.910        
33 32 c.5365G>C p.V1789L Missense 3 
    c.5378_IVS+1delATGG p.D1793fsX1802 Deletion 1 
34 33        
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Exon PCR- Sequenzvariante Aminosäure- Mutationstyp Referenz
  Fragment (cDNA) Austausch    
35 34        
36 36.1 c.5895_5896insA p.L1966fsX1969 Insertion 1 
37 37 c.5993T>C p.I1998T Missense 1 
38 39        
39 40 c.6401T>C p.L2134P Missense 1 
    c.6462T>C p.V2154V  exon. Polymorph. 1 
40 41        
41 42        
42 43        
43 44 c.6992T>A p.I2331K Missense 1 
44 46        
45 47        
46 48 c.7264T>G p.C2422G Missense 3 
47 49        
48 50 c.7587A>G p.G2529G exon. Polymorph. 1 
49 51        
50 52        
51 53        
52 54 c.8281G>T p.D2761Y Missense 1 
    IVS52+12T>A   intron. Polymorph. 1 
53 55        
54 56        
55 57        
56 58        
57 59 c.8870T>C p.I2957T Missense 1 
60.65        
60.43 c.9237G>A p.A3079A exon. Polymorph. 1 
  c.9241A>G p.I3081V Missense 1 
  c.9319C>T p.R3107X Nonsense 1 
  c.9347delT p.L3116fsX3161 Deletion 1 
  c.9415G>T p.D3139Y exon. Polymorph. 1 
  c.9523A>G p.N3175D Missense 3 
58 
60.21 c.9718C>T p.R3240X Nonsense 1 
59 61 c.9878A>T p.D3293V Missense 1 
60 62 c.10075delG p.G3359fsX3399 Deletion 2 
65.AB c.10239delA p.L3413fsX3432 Deletion 1 
  c.10412T>G p.V3471G Missense 1 
  c.10444C>T p.R3482C Missense 1 
  c.10481_10503delTTCTCTTGGCTGTATTCTACCAT p.L3494fsX3528 Deletion 1 
65.CD        
61 
65.EF c.10972_10973delAT p.I3658fsX3664 Deletion 1 
62 66        
63 67 c.11340T>C p.P3780P exon. Polymorph. 1 
64 68        
65 69 c.11525G>T p.R3842L exon. Polymorph. 1 
66 70        
71.A        67 71.B        
 
Tab. 3.1: Positivkontrollen 
Die Tabelle gibt Aufschluss über den Typ und die Lokalisation der als Positivkontrollen eingesetzten 
Sequenzvarianten. In der Spalte „Referenz“ sind die Vorarbeiten angegeben, in der die jeweiligen Varianten 
veröffentlicht wurden. (1) = Bergmann et al., 2003; (2) = Onuchic et al., 2002; (3) = Furu et al., 2003. 
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3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die genomische DNA der Positivkontrollen - falls für das Fragment vorhanden - und von 
jeweils fünf Wildtyp-Kontrollen wurde für die 66 Exons des längsten ORF mittels PCR 
(polymerase chain reaction) amplifiziert. PCR geht auf SAIKI et al. (1985) zurück und ist ein 
Verfahren zur in vitro Vervielfältigung von Nukleinsäureabschnitten mittels thermostabiler 
DNA-Polymerasen. Voraussetzung ist, dass die Sequenzen, die den zu amplifizierenden 
Bereich umgeben, bekannt sind. Durch Zugabe von Oligonukleotiden (primer), die zu den 
flankierenden Sequenzen komplementär sind, gerät die Reaktion bei Anwesenheit einer 
thermostabilen Polymerase und Desoxyribonukleotiden als Substrat in Gang. Die 
Vervielfältigung des Ausgangsmateriales (template) erfolgt nahezu exponentiell. 
 
3.2.1 Primerdesign 
 
Die Auswahl der geeigneten Primer erfolgte mit Hilfe der Primer3 Software (http://www-
genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi). Generell wurde versucht, die Primerpaare 30-
50 bp vor bzw. nach den Exon-Grenzen zu positionieren, um die Detektion putativer splice-
site Mutationen zu ermöglichen und die intronischer Polymorphismen zu minimieren. Die 
Sequenz der genomischen DNA wurde GenBank entnommen (GenBank: AY129465). Die 66 
Exons des längsten ORF konnten in insgesamt 77 Fragmenten amplifiziert werden. Die 
Sequenzen der eingesetzten Oligonukleotidprimer sind  in Tabelle 4.1 aufgeführt.    
 
3.2.2 Auswahl der DNA-Polymerase  
 
Nach Angaben des Herstellers des in dieser Arbeit eingesetzten DHPLC-Geräts 
(Transgenomic) empfiehlt sich die Benutzung einer proof-reading Polymerase mit 3´→ 5´-
Exonuklease-Aktivität, die von Transgenomic als Optimase™ angeboten wird. Dieses Enzym 
reduziert die Rate des Fehleinbaus während der Amplifikation. Eine hohe Rate an Fehleinbau 
führt im DHPLC-Chromatogramm zu einer Veränderung des Peak-Profils; vor dem 
eigentlichen Homo- bzw. Heteroduplex-Peak erscheint eine „Schulter“, die die Auswertung 
beeinflussen bzw. erschweren kann (Abb. 3.1). Ein weiterer Vorteil der Optimase ist die 
bisweilen starke Erhöhung der Ausbeute, welche sich im Chromatogramm in der Peak-Höhe 
widerspiegelt.  
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Für jedes der 77 PKHD1-Fragmente wurden nun Testläufe durchgeführt, um eventuelle 
Vorteile durch Einsatz der Optimase zu eruieren.  Jeweils drei Wildtyp-Kontrollen wurden für 
jedes Fragment sowohl mit gewöhnlicher Taq-Polymerase (Invitrogen) als auch mit Optimase 
amplifiziert. Anschließend erfolgte eine DHPLC-Analyse bei zwei der vorgeschlagenen 
Temperaturen (s. Kapitel 3.4.2). Im Chromatogramm konnte man nun die Unterschiede der 
Polymerase-Genauigkeit  für jedes Fragment beurteilen. 
 
 
 
Abb. 3.1: Effekte des Fehleinbaus von Basen während der PCR 
Die Abbildung zeigt DHPLC-Chromatogramme desselben PCR-Fragments. Bei (A) erfolgte die PCR mit einer 
Polymerase ohne proof-reading Aktivität, bei (B) mit Optimase-Polymerase. Der Einsatz von Optimase führt 
bei diesem Fragment zu einer deutlichen Reduzierung der Fehleinbaurate und einer Erhöhung der Ausbeute. 
Die zusätzliche „Schulter“ im Peak-Profil ist wesentlich kleiner, der PCR-Produkt-Peak ist höher. 
 
(Abb. aus Transgenomic Appl. Note 119) 
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3.2.3 PCR-Protokoll 
 
Für jede Probe wurde eine PCR mit 50 µl Reaktionsvolumen angesetzt. Abhängig von der 
eingesetzten DNA-Polymerase wurden folgende Reagenzien verwendet: 
 
Komponenten (Hersteller) Konzentration eingesetzte Menge 
PCR-Puffer (Invitrogen) 10x 5 µl 
MgCl2 (Invitrogen) 15 mM 5 µl 
Primer F und R (MWG-Biotech AG) je 5 pmol/µl je 5 µl 
dNTPs (Invitrogen) je 1,25 mM 8 µl 
DNA 20 ng/µl 8 µl 
Taq-Polymerase (Invitrogen) 5 U/µl 0,4 µl 
Aqua dest.  ad 50 µl 
 
Tab. 3.2a: PCR-Reaktionsansatz  für Taq-Polymerase 
 
Komponenten (Hersteller) Konzentration eingesetzte Menge 
PCR-Puffer (Transgenomic) 10x 5 µl 
MgSO4 (Transgenomic) 25 mM 3 µl 
Primer F und R (MWG-Biotech AG) je 5 pmol/µl je 5 µl 
dNTPs (Invitrogen) je 1,25 mM 8 µl 
DNA 20 ng/µl 8 µl 
Optimase™ (Transgenomic) 2,5 U/µl 0,8 µl 
Aqua dest.  ad 50 µl 
 
Tab. 3.2b: PCR-Reaktionsansatz  für Optimase-Polymerase 
 
Um Kontaminationen und damit falsch-positive PCR-Ergebnisse auszuschließen, wurde für 
jedes Fragment ein Leerwert mitgeführt, der anstatt der DNA ein äquivalentes Volumen Aqua 
dest. enthielt. Die Amplifikation der Fragmente erfolgte mit Hilfe eines Peltier-Thermal-
Cyclers (PTC 200, MJ Research) nach folgendem PCR-Programm: 
 
Schritt Temperatur Zeit Zyklen 
Denaturierung 95°C 5 min 1 
Denaturierung 95°C 30 sec  
Annealing 58°C 45 sec 35 
Elongation 72°C 90 sec  
Extension 72°C 10 min 1 
Aufbewahrung 4°C ∞  
 
Tab. 3.3: PCR-Programm 
 
Alle Fragmente konnten mit einer Annealing-Temperatur von 58°C amplifiziert werden. 
Lediglich für Fragment 56 (Exon 54) musste sie auf  60°C erhöht werden. 
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3.3 Gelelektrophorese der PCR-Produkte 
 
Um die Qualität und Ausbeute der PCR zu beurteilen, wurde eine Elektrophorese der PCR-
Produkte auf einem 1%igen Agarose-Gel durchgeführt. Das im Gel gelöste Ethidiumbromid 
interkaliert in die Basen der DNA und fluoresziert bei Bestrahlung mit UV-Licht. Das PCR-
Produkt wird als Bande sichtbar.  
3 g Agarose (Invitrogen) wurden in 300 ml 1xTBE (ICN Biomedicals) gelöst und mit 30 µl 
Ethidiumbromid (Merck) versetzt. Nach Auftragen von 5 µl PCR-Produkt und 5 µl Agarose-
Ladungspuffer wurde die Elektrophorese bei 120 V für 40 min durchgeführt. Als Laufpuffer 
diente 1xTBE. Durch einen zusätzlich aufgetragenen 100 bp-Längenstandard (Invitrogen) 
konnte die Fragmentgröße beurteilt werden. Die Auswertung und Dokumentation erfolgte 
anschließend auf einem UV-Imaging-System (Gel-Doc 2000, BioRad). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
40  3. Material und Methoden  
3.4 Denaturierende Hochdruckflüssigkeitschromatographie (DHPLC) 
 
Einsatzmöglichkeiten und Funktionsweise der DHPLC sind in Kapitel 2.2.3 erläutert. Im 
Folgenden steht die Beschreibung der Vorgehensweise bei der Etablierung des Verfahrens für 
die Mutationsanalyse des PKHD1-Gens im Vordergrund. 
In dieser Arbeit wurde ein DHPLC-Gerät der Firma Transgenomic eingesetzt (Wave® 
Nucleic Acid Fragment Analysis System 3500HT). Das Gerät besteht im Wesentlichen aus 
einem Autosampler im 2x96-well-Plattenformat, einem Ofen, einer Chromatographie-Säule 
und einem UV-Detektor. Zusätzlich verfügte dieses Modell über einen high-throughput 
accelerator (HT), der einen sehr hohen Probendurchsatz ermöglichte (s. Kapitel 2.2.3) 
 
3.4.1 Pufferherstellung 
 
Für den Betrieb des Wave-Systems wurden vier Pufferlösungen benötigt. Um eine hohe 
Sensitivität der Analysemethode zu gewährleisten, erfolgte die Pufferherstellung sehr 
sorgfältig. Die einzelnen Pufferlösungen setzten sich aus folgenden Komponenten zusammen: 
 
Puffer A: 5% TEAA 
Puffer B: 5% TEAA; 25% Acetonitril 
Puffer C: 75% Acetonitril 
Puffer D: 8% Acetonitril 
 
Als Lösungsmittel diente ultrafiltriertes Wasser. Dieses wurde zuvor durch eine Milli-Q-
Anlage (Millipore) aufbereitet, um Verunreinigungen der Chromatographie-Säule zu 
minimieren. Das verwendete Acetonitril wurde von der Firma JT Baker, das TEAA von 
Transgenomic bezogen. Puffer A und Puffer B bildeten zusammen die mobile Phase, in der 
die zu untersuchenden DNA-Fragmente gelöst waren. Über eine vom DHPLC-Gerät 
gesteuerte Pumpe mit Ventilsystem wurde für jedes PCR-Fragment ein bestimmtes Verhältnis 
beider Puffer erzeugt und über die Zeit eines Laufes ein linear steigender Acetonitril-Gradient 
gebildet. Die über das TEAA an die Säule (DNASep® HT Cartridge) gebundene DNA wurde 
so abgewaschen und vom UV-Detektor registriert. Puffer C diente als Waschlösung, um nach 
einem Lauf eventuelle Probenreste abzuspülen. Puffer D wurde zur Reinigung der 
Injektionseinheit zwischen jedem Analysevorgang verwendet. Die Puffer A und B wurden 
nach einer maximalen Verwendungsdauer von zwei Tagen, Puffer C und Puffer D nach 
Bedarf durch frische Lösungen ersetzt. 
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3.4.2 Bestimmung der Analysetemperaturen und Acetonitril-Gradienten 
 
Die Detektion von Sequenzvarianten mittels DHPLC beruht auf der Unterscheidung zwischen 
Homo- und Heteroduplices in einem PCR-Produkt. Voraussetzung ist, dass die Analyse unter 
partiell denaturierenden Bedingungen stattfindet, um Heteroduplices aufgrund ihrer Sequenz 
von Homoduplices gleicher Länge zu trennen (s. Kapitel 2.2.3). 
Eine neue Möglichkeit zur computergestützten Schmelzpunktbestimmung bietet die von 
Transgenomic für das Wave-System entwickelte Wavemaker-Software. Das Programm gibt 
für die Nukleinsäuresequenz des zu untersuchenden PCR-Produkts eine partiell 
denaturierende Temperatur an, bei der das Fragment analysiert werden soll. Diese 
Analysetemperatur wird auf 0.1°C genau angezeigt und bezieht sich auf die gesamte Sequenz 
des PCR-Fragments, einzelne Schmelzdomänen bleiben zunächst unberücksichtigt. In einem 
zweiten Schritt können die Schmelzeigenschaften des PCR-Produkts dann mit Hilfe von zwei 
Diagrammen genauer charakterisiert werden. 
Im ersten Diagramm kann der Anteil doppelsträngiger DNA (helical fraction) gegen die 
Temperatur abgelesen werden (Abb. 3.2). Nach Erfahrungen des Herstellers stellen sich 
Sequenzvarianten optimal dar, wenn das gesamte Fragment noch zu 70-85% doppelsträngig 
vorliegt [SCHMITT et al., 2000].  
 
 
 
Abb. 3.2: Wavemaker-Diagramm „Helical Fraction vs. Temperatur“ 
Die Abbildung zeigt die Schmelzkuren von zwei PCR-Fragmenten, die helical fraction ist gegen die Temperatur 
aufgetragen. Fragment A enthält eine Schmelzdomäne, als Analysetemperatur gibt die Wavemaker-Software 
60.6°C an. Fragment B hat zwei Schmelzdomänen und soll laut Software bei 57.3°C analysiert werden. 
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Sind mehrere Schmelzdomänen vorhanden, errechnet das Programm trotzdem nur eine 
einzelne Analysetemperatur. Es können nun weitere Temperaturen ausgewählt und als 
Analysemethode gespeichert werden. Die Auswahl der zusätzlichen Temperaturen wird durch 
die zweite graphische Darstellung erleichtert. Das Diagramm zeigt das Schmelzverhalten der 
einzelnen Schmelzdomänen bei verschiedenen Temperaturen. Die helical fraction ist gegen 
die Sequenzlänge aufgetragen (Abb. 3.3). Durch die Auswahl mehrerer Temperaturen wird 
das Aufschmelzen jeder einzelnen Domäne eines DNA-Fragments gewährleistet. 
 
 
 
Abb. 3.3: Wavemaker-Diagramm „Helical Fraction vs. Basenposition” 
Die Abbildung zeigt das Schmelzverhalten der Fragmente aus Abb. 3.2 bei bestimmten Temperaturen. 
Fragment A ist bei 60.6°C über die gesamte Sequenz einheitlich angeschmolzen. Bei Fragment B ist bei der 
vorgeschlagenen Temperatur (57.3°C) nur der Sequenzbereich bis Basenposition 140 partiell denaturiert, ab 
Position 140 muss die Temperatur 59.7°C betragen, um ein Aufschmelzen dieser Domäne zu gewährleisten. Die 
Detektion unbekannter Sequenzvarianten sollte für Fragment B bei 57.3°C und 59.7°C erfolgen.  
 
In dieser Arbeit wurde zur theoretischen Bestimmung der Analysetemperaturen der 77 
PKHD1-Fragmente die Wavemaker-Software (Version 4.1.44) von Transgenomic benutzt. 
Für jedes Fragment wurden bis zu drei Temperaturen bestimmt, bei denen die helical fraction 
für jeden Schmelzbereich zwischen 60 und 99% lag. Anschließend wurden die PCR-Produkte 
von drei Wildtyp-Kontrollen und aller für das Fragment vorhandenen Positivkontrollen (Tab. 
3.1) bei den ermittelten Temperaturen mit dem Wave-System analysiert.  
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Bei den Fragmenten mit Positivkontrollen erfolgte ein Vergleich der Peak-Muster von 
Wildtyp und Kontrolle. Nur wenn sich eine Sequenzvariante im Chromatogramm deutlich 
von der Wildtyp-Probe unterschied, wurde die Temperatur akzeptiert. Waren für ein Fragment 
mehrere verschiedene Positivkontrollen vorhanden, konnten die Zusammenhänge zwischen 
Mutationstyp und Peak-Muster untersucht werden. 
Durch das Vorhandensein von Positivkontrollen für 36 der 77 PCR-Fragmente war es 
möglich, die Vorhersagegenauigkeit der Wavemaker-Software zu überprüfen. 
 
Neben der Analysetemperatur musste auch das Verhältnis der Puffer A und B für jedes 
Fragment bestimmt werden. Am Ende eines jeden Laufs hatte Puffer B einen um 10% 
höheren Anteil an der mobilen Phase als zu Beginn der Messung. Vereinfachend reicht es also 
aus, für jedes PCR-Fragment den initialen Puffer B-Anteil in Prozent anzugeben. Die 
Wavemaker-Software bestimmte diesen Wert bei jeder Sequenz für die vorhergesagte 
Analysetemperatur. Da Acetonitril selbst denaturierend wirkt, musste die Konzentration bei 
Erhöhung der Analysetemperatur für dasselbe Fragment gesenkt werden. Eine Erhöhung der 
Acetonitril-Konzentration um 0,8% entspricht einer Temperaturerhöhung um 1°C [XIAO et al., 
2001]. Der Puffer B-Anteil wurde diesen Angaben entsprechend angepasst. 
 
3.4.3 Analysevorgang 
 
Vor der DHPLC-Analyse wurden die PCR-Produkte für fünf Minuten bei 95°C denaturiert 
und dann bei Raumtemperatur langsam abgekühlt, um damit die Duplex-Formation zu 
ermöglichen (s. Kapitel 2.2.3). Ansonsten war keine weitere Probenvorbereitung notwendig. 
Die PCR-Reaktionsbehälter wurden im Autosampler des Wave-Systems platziert, je nach 
Ausbeute der PCR betrug das Injektionsvolumen 5-12 µl des PCR-Produktes. Vor dem 
Wechsel einer Analysebedingung (Temperatur und initialer Puffer B-Anteil) wurde eine 
Äquilibrierung des Systems gewährleistet. Die Analyse einer Probe, von der Injektion bis zum 
Erstellen des DHPLC-Chromatogramms, dauerte ca. vier Minuten und wurde vollständig von 
der Wavemaker-Software gesteuert. Nach jedem 100. Lauf wurde die Säule für 45 Minuten 
mit 100% Puffer C bei 75°C gereinigt. Ein Mutationsstandard (Transgenomic) diente zur 
Überprüfung der Ofenkalibrierung und Pufferzusammensetzung. Bei einer definierten 
Analysetemperatur (56°C) und entsprechendem initialen Puffer B-Anteil (54%) mussten im 
Chromatogramm vier Peaks in einem bestimmten Zeitintervall erscheinen. Diese Kontrolle 
erfolgte ebenfalls nach jedem 100. Lauf. Falls notwendig wurde der Ofen neu kalibriert.
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4. Ergebnisse 
4.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion musste eine qualitativ und quantitativ optimale 
Vervielfältigung gewährleisten, um die hohe Sensitivität der DHPLC-Analyse möglichst nicht 
zu beeinflussen. Zur Optimierung der PCR wurden die Parameter Fragmentlänge, Annealing-
Temperatur und DNA-Polymerase den exonspezifischen Bedingungen angepasst. 
 
Die 66 kodierenden Exons des PKHD1-Gens (Exons 2-67) wurden in 77 PCR-Fragmenten 
amplifiziert. Die Länge der PCR-Fragmente lag zwischen 159 und 487 bp, was sich als ideal 
für die DHPLC-Analyse erwies. Die sehr großen Exons 16, 27, 32, 58, 61 und 67 wurden in 
mehrere, sich überlappende PCR-Fragmente unterteilt (Tab. 4.1). 
Mit einer Annealing-Temperatur von 58°C konnten für 76 der 77 Fragmente PCR-Produkte 
ohne unspezifische Nebenprodukte erzeugt werden. Für Exon 54 musste sie auf 60°C erhöht 
werden, um eine unspezifische Primerbindung zu verhindern. 
Um die potentiellen Vorteile der Optimase-Polymerase (s. Kapitel 3.2.2) für jedes Fragment 
einzeln zu bestimmen, wurden Testläufe durchgeführt, jede PCR wurde sowohl mit 
gewöhnlicher Taq-Polymerase als auch mit Optimase angesetzt.  
Aufgrund der so erhobenen Daten empfiehlt sich für 16 Fragmente die Verwendung der 
Optimase-Polymerase (Tab. 4.1). Bei diesen 16 Fragmenten waren die Peaks in den DHPLC-
Chromatogrammen der Optimase-Ansätze insgesamt schärfer und schmaler. Insbesondere die 
bei den Taq-Ansätzen dieser Fragmente vorhandene „Schulter“ vor dem eigentlichen PCR-
Produkt-Peak konnte stark reduziert werden. Bei Fragment 26.2A wurden diese Unterschiede 
im Peak-Muster besonders deutlich (Abb. 4.1).  
Waren für die PCR-Fragmente Positivkontrollen vorhanden, wurden diesen in den Testläufen 
mitgeführt. In vier dieser Fälle beeinflusste die Ungenauigkeit der Taq-Polymerase das 
Chromatogramm so stark, dass die Positivkontrollen nur in den Optimase-Ansätzen sicher 
von den Wildtyp-Mustern unterschieden werden konnten. Als Beispiel sind die Daten für 
Fragment 13 gezeigt (Abb. 4.2). 
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Abb. 4.1: PCR-Fragment 26.2A 
Die Abbildung zeigt DHPLC-Chromatogramme 
des PCR-Fragments 26.2A bei 56°C für drei 
verschiedene Wildtyp-Proben (1-3). Die Proben 
in (A) wurden mit Taq-Polymerase (Taq), die in 
(B) mit Optimase (Opt) amplifiziert. Der Einsatz 
der Optimase führte bei diesem Fragment zu einer 
deutlichen Reduzierung der Fehleinbaurate, 
ersichtlich am Verschwinden der zusätzlichen 
„Schulter“ im Peak-Profil. Für weitere Analysen 
dieses Fragments empfiehlt sich demzufolge die 
Verwendung der Optimase-Polymerase.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.2: PCR-Fragment 13 
In der Abbildung sind DHPLC-Chromatogramme 
des PCR-Fragments 13 dargestellt. Die 
Analysetemperatur betrug 57.4 °C.  Es wurden 
zwei Wildtyp-Proben (1,2) sowie eine 
Positivkontrolle (3)  amplifiziert. In (A) erfolgte 
die PCR mit Taq-Polymerase, in (B) mit 
Optimase. Der in (A) bei den Wildtyp-Proben zu 
erkennende kleinere Peak bei ca. 2 min 
verschwindet in den Optimase-Ansätzen. Die 
Deletion c.711-714delAATG (p.S237fsX244) (3) 
erscheint in den Chromatogrammen mit einem 
Heteroduplex-Peak ebenfalls bei einer 
Retentionszeit von ca. 2 min. Die Peaks in (B) 
sind deutlich schmaler, hier ist die Mutation noch 
deutlicher vom Wildtyp abgrenzbar. Für dieses 
Fragment sollte daher Optimase als DNA-
Polymerase eingesetzt werden. 
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Bei den restlichen 61 Fragmenten war der Unterschied der Polymerase-Genauigkeit nur 
gering ausgeprägt oder nicht vorhanden, so dass sich für diese der Einsatz der wesentlich 
preisgünstigeren Taq-Polymerase empfiehlt. So wiesen die Chromatogramme unter anderem 
bei Fragment 48 in beiden Polymerase-Ansätzen identische Peak-Muster auf (Abb. 4.3). 
 
Abb. 4.3: PCR-Fragment 48 
Die Abbildung zeigt die Ergebnisse einer 
DHPLC-Analyse des Fragments 48 bei 56.5°C. 
Für die PCR in (A) wurde Taq-Polymerase 
verwendet, in (B) Optimase zur Amplifikation 
benutzt. Neben zwei Wildtyp-Proben (1,2) ist 
auch die Sequenzvariante c.7264T>G (p.C2422G) 
(3) dargestellt. Im Vergleich der Chromato-
gramme von (A) und (B) erkennt man keine 
wesentlichen Unterschiede der einzelnen 
Elutionsprofile. Der Einsatz der Optimase führte 
lediglich zu einer leichten Zunahme der PCR-
Ausbeute, erkennbar an der Zunahme der Peak-
Höhe. Bei Fragment 48 ist die Genauigkeit der 
Taq-Polymerase demnach ausreichend, um die 
Variante c.7264T>G (p.C2422G) vom Wildtyp 
abzugrenzen und sollte für zukünftige 
Amplifikationen der Optimase vorgezogen 
werden. 
 
 
 
 
Einen Überblick über die Ergebnisse der PCR-Etablierung gibt Tabelle 4.1. Hier sind für 
jedes Fragment neben der zu verwendenden DNA-Polymerase die Fragmentlänge, die 
Sequenzen der benutzten Primer und die entsprechende Annealing-Temperatur (Ta) 
aufgeführt. 
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Exon PCR Länge Forward-Primer (5'-3') Reward-Primer (5'-3') Ta Polymerase
2 3.1 271 bp TTCCCAGGTTTCAGAACAGC TCAAGGTAACCTATTGTGTTCTTACC 58°C Taq 
3 4 250 bp TTGCAGAAGGTAGTGGTTTGAA GCCCACTTTTACACCTGTCC 58°C Optimase 
4 5 299 bp TGACAATTCTATGCAGCCTGA GGCAATTGAATCACAGCAAA 58°C Taq 
5 6 258 bp GCTAGCTTTGGGAATTCGTG GACACGCTGGCTCATTTACA 58°C Taq 
6 7 159 bp ATGACATGCTCACTTGTGG CACCTAGGTTTGCAACAAGC 58°C Taq 
7 8 181 bp CATTGAGTTTGAGCTAAGTCC CCATGCAGCATGTATGTAACTAG 58°C Taq 
8 9 209 bp GCCATGTTTCCTCTGAGTTTTGTGAGG AACTTACAAGCATGTGCAT 58°C Taq 
9 11 204 bp TTTGCTTTCTACTTTCCTGGTT ACAGAGAAAGAAATGGATAAGACTTT 58°C Taq 
10 12 197 bp CCCAGAAGACTCGTGCAGAT TTAACATTTTCCGTCATAAAAAGA 58°C Taq 
11 13 235 bp TTCAGGCAGCCGACTAAAAA TCATCAAGAAATGGCCAAAA 58°C Optimase 
12 14 306 bp TCATATTCTGGTCTATATTTGGAAGC TGGTCTCAACCAAACACATGA 58°C Taq 
13 15 187 bp CATACATAAATTTCTTTAATTCGC CGCCAGCCCATCATGATTAA 58°C Optimase 
14 16 334 bp TCTGGGGTCATCTTTCACCTTG CCTGGAAATCTTGATACCTTCC 58°C Taq 
15 17 223 bp CAGTGATTCAGGCCTTGGTT CTTCATGGGTATGGGACTGG 58°C Optimase 
17.2A 255 bp ATGCCTGGAAGCTGCATAGT GATTCAGCCAGGTGTTGTGA 58°C Taq 16 
17.2B 263 bp CTCCTAAGTTGGAGCTGTTG TCAGTGCTCCTGCTACATGG 58°C Taq 
17 17.3 212 bp TTGAGGAGGAATGTCCTGTG CACTCCCCTCCCTCATTTTT 58°C Taq 
18 18 237 bp GAGAACTGGGGGTGGTCTTT GGAAATGGGGATTGTTCTCA 58°C Taq 
19 19 293 bp CGGGGGTTTTCTTAAGTGAG CTACCCACCTGACCCAGAAG 58°C Taq 
20 20 261 bp GGATGTGGACTCCTCACTACG AATCCTCCCAGCTGACTGAA 58°C Taq 
21 21 304 bp TAACCGGAGAGGACTGCAAG CCCCTAGCAGGAAAGTTTGA 58°C Taq 
22 21.1 267 bp ACTGGGATTTTCCACACAGC CTCAAGGCCAACAAGCATTC 58°C Taq 
23 23 200 bp CCCCAACCCAGACGTTAATAC GAATTGTTGCAACCCCAATCA 58°C Optimase 
24 24 282 bp GGATGAAACTCTGTAAGGTGGA TCCATGCCACTAGAAGGGATA 58°C Taq 
25 25 204 bp TTCGGTTCCATGACAGAATTT ACTGGAGCTTGCACTTAGGG 58°C Optimase 
26 26.1 200 bp TGGAAAAGAAATTTTCCCTCA GGCCTCTAACAAAATCACTGC 58°C Optimase 
26.2A 232 bp GAGAGGTCTCTCAAATGAAGTAATATC ATGCATTCCAACAGGTAGCA 58°C Optimase 27 
26.2B 228 bp TTTTCTCAAACCAGACCAATG GAACACTAGCTTCAGAGGGTC 58°C Taq 
28 27 233 bp TTGTCTGCCTGTATGGTTGG CAGTGGTCACTCACCCAGAG 58°C Taq 
29 28 272 bp TGGAGTTCTCTTCCCTTAAGTCAG TGCCCTTTTTATAGGACCAATG 58°C Taq 
30 29 290 bp CCCCACATGTCAGAGGCTAT AGCTGAATGCTAGACCATCAAA 58°C Taq 
31 30 241 bp TGGCTCTTCTGGCTTACTCTTT TCTCTCTGACCTCACTGGCA 58°C Optimase 
31.12 353 bp CCACAGGTGCTATGAATTC GTGACTACTGGTGTTGCTG 58°C Taq 
31.34 365 bp AAGGCTTCACTTTCATGTATGAA CCTCACAGTAAGTATGGTCC 58°C Optimase 
31.56 474 bp ATCTTCCCATCGCAGGGTTCG TGACAGGTAGTGGGGTCCTG 58°C Taq 
31.78 367 bp CTTCCTTGCAATGTAAACTTTT GATACCAAAGTCCATCTACCTC 58°C Taq 
32 
31.910 441 bp CTCATCCGGTGCATTGTTC CCAGAAGTGAAAGGAGCTACCA 58°C Taq 
33 32 261 bp AAGGGAGATTTGCCTGTATGA GAATTAACCAAAGAATATCATTTCCA 58°C Taq 
34 33 403 bp GGTCAAAGGAGGACACAGGA TCCACCCAGCCTACACTCTC 58°C Taq 
35 34 340 bp AGCTAATGGCTTGCAATGAT TCGCTGCCATTTGGACTAA 58°C Taq 
36 36.1 262 bp CCAACCCAGCTCTCTGTTTT CAGAAAGTTTCCCTCCTCCA 58°C Taq 
37 37 324 bp CAAAACGGTGAGCCTTATCC TTTCCACTGCTAGACACAGCTC 58°C Taq 
38 39 332 bp AAATTATCTGGACAACTTTTCCTC AGACCCCAATACAAATGTCCA 58°C Taq 
39 40 278 bp TTTGGAGTGATGTCCTCAGTTCT GCAATGCCATCTATCATCAGAC 58°C Taq 
40 41 286 bp CATGCTTTAGGTTCTCTGGACTT TGCCTTAAACATGGGAGAAA 58°C Optimase 
41 42 252 bp CAACAGAATCTCAGGAGCCA TTGGGGAGAATTCATTGTGA 58°C Taq 
42 43 174 bp TGCAGCATCTCTTGTTTTCC TGACAATTTTAAATACACTGTAA 58°C Taq 
43 44 258 bp TCAAGGGTGTTGAGTTGAGTACA TTGAGAAAGAACTTTATGCCCTC 58°C Taq 
44 46 216 bp GCAACCTTATCATACATGGGG TGTGAAATCATAAGACAGCCAAA 58°C Taq 
45 47 207 bp TTGGCTTAATTTCATTCTGTTTCA TGTGAGAAAACAAGTGACAGTTTTAAT 58°C Taq 
46 48 240 bp AACCAAGCCTCAGACCTTTG GGCCCAGCACATGTAATTTTGT 58°C Taq 
47 49 225 bp TCCAGTTTTCTTATTTTGCTTTCA TGGGCCTTATTTATCATCTGTTC 58°C Taq 
48 50 338 bp TTGCTATTTGTGCCATTGTG ATGCCCATCGGCAAGCTA 58°C Taq 
49 51 280 bp TTGGATTCAGAATGAGCAAAT TGAGAATGCAGCATACCAACT 58°C Taq 
50 52 300 bp TGATGGGGTTCCTTACTAAATGA TGGTGATTTCTGACTATGTGCTC 58°C Taq 
51 53 199 bp TCTTCTTTTCTCACGTGTGACTG CTGGAGGACATTCTGCCATA 58°C Taq 
52 54 230 bp GAATTTGGAAGTTATCACAATGGA GGGTTCAGCCTGTCTGTGAT 58°C Taq 
53 55 288 bp GGGAGAACCCAGAATAAACAC GATACCATCTGTTTCCCAGAGC 58°C Taq 
54 56 240 bp TGCAATTTCTCCCTCTCTTTC AGCACACAATACACACACAT 60°C Optimase 
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Exon PCR Länge Forward-Primer (5'-3') Reward-Primer (5'-3') Ta Polymerase
55 57 283 bp CCTGGCTTTCATTCCTCTGAA CGCTTATTTTTCTACTTGCTCATCC 58°C Optimase 
56 58 294 bp TCTGGAGTTAATAGATGATTTGTGC TCCCCAGCTAGGTTACCAAA 58°C Taq 
57 59 233 bp TTTTCCCACAACTCCTATTG CCCAGATGAATAGGCTCCAA 58°C Taq 
60.65 315 bp GGAAAGTACCTGATGACATGC CCCAAATGGTGGACCACGCTG 58°C Taq 
60.43 380 bp CCTTGTGGTTCTGATGACAC GTGGAGCAGAAAATACATAC 58°C Taq 58 
60.21 467 bp CATGTAGAGAACAGCGTGGAGA CAGCAAGCACTAGACCACAA 58°C Taq 
59 61 285 bp GTGGCTGGTGGTTTATATG GGGTTTGAAGAATTGCCAAG 58°C Taq 
60 62 286 bp CCAATGTATATTTTCTTCTTGCTGC ACCAGCTCCTTCACAAGCAC 58°C Taq 
65.AB 452 bp TGATGGATTACAAATAATCATT TTTCCCCTAAGAAGACGTGG 58°C Optimase 
65.CD 487 bp GGCAAATCACCAAAGTCTGC GTGCAAGTCACAGTAGGGCA 58°C Optimase 61 
65.EF 462 bp CCTGGCCATGAAGAGACCT TTCAGTGTAAGTAGATTGACATTTGC 58°C Taq 
62 66 273 bp AATGGATTGTGGAAAATTGCT GGCTGAATGCTACATGCTACTT 58°C Taq 
63 67 235 bp TGATCCATCTTTTCTAACTTCACAA GCTGCAAACATTTTCTGTGC 58°C Taq 
64 68 204 bp GACATGAAGACATTGTTCGAGATTAGAT CACAGAATAAAAGCACACTGTATAAA 58°C Taq 
65 69 296 bp GCATCTTATTAACATATCATTGAAACA TTGGGGAAAGAAACAGAATCA 58°C Taq 
66 70 250 bp TGCTGATGGTCCCACTTACA AAGGAGAGGGAGGCTCAGAC 58°C Taq 
71.A 300 bp TGGTTGAAAACTAAATCCATTTCT CCTGCCAGCTGGTATCTGAG 58°C Optimase 67 
71.B 294 bp TGCAAGAGACTGGGAACTGG CTGGGAACATTCTGCCTTTC 58°C Taq 
 
Tab. 4.1: Ergebnisse der PCR-Etablierung 
Mit den angegebenen Parametern ließen sich für jedes Fragment konstant reproduzierbare PCR-Ergebnisse 
erzielen. Die 66 Exons des längsten ORF (open reading frame) konnten in 77 PCR-Fragmenten mit einer  
Länge zwischen 159 und 487 bp amplifiziert werden. Sechs der 66 Exons wurden aufgrund ihrer Größe in 
mehrere, sich überlappende Fragmente geteilt. Bei 16 der 77 Fragmente empfiehlt sich die Verwendung der 
Optimase-Polymerase. 
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4.2 Denaturierende Hochdruckflüssigkeitschromatographie (DHPLC) 
 
Entscheidender Parameter für die Detektionsgenauigkeit der DHPLC-Analyse war die 
Temperatur, bei der ein PCR-Produkt untersucht wurde. Es hat sich gezeigt, dass die Analyse 
abhängig von den Schmelzeigenschaften der Sequenz des untersuchten PCR-Fragments unter 
Umständen bei mehreren Temperaturen durchgeführt werden muss, um eine hohe Sensitivität 
zu gewährleisten. Tabelle 4.2 zeigt die etablierten Bedingungen für jedes der 77 Fragmente 
des PKHD1-Gens. Neben den endgültigen Analysetemperaturen und den dazu eingestellten 
Puffer-B-Konzentrationen sind in der Tabelle für jedes Fragment auch die von der 
Wavemaker-Software vorgeschlagene Temperatur und die Anzahl der Positivkontrollen 
angegeben. 
 
Exon PCR- Temperatur initialer Puffer B- Wavemaker- Positivkontrollen 
 Fragment (°C) Anteil (%) Vorschlag (°C) (Anzahl) 
2 3.1 Direktsequenzierung 54.2 keine 
3 4 57 56 57 2 
4 5 58.8, 60.8 57, 55 57.5 1 
5 6 58.6, 61 56, 54 58.1 keine 
6 7 56.9, 58.3, 60.5 51, 51, 48 56.9 keine 
7 8 54.7 52 54.7 2 
8 9 Direktsequenzierung 56.4 keine 
9 11 56.3, 58 53, 52 56.3 2 
10 12 Direktsequenzierung 55.2 keine 
11 13 57.4, 59.6 55, 54 57.4 1 
12 14 56.4, 57.4 57, 57 56.4 keine 
13 15 57.8, 60, 61,3 53, 51, 48 57.3 keine 
14 16 58.4, 59.4 58, 56 58.4 4 
15 17 58.8, 59.8 54, 54 58.8 keine 
17.2A 61.3, 62.3 56, 55 60.3 2 16 
17.2B 60.9 56 60.9 5 
17 17.3 58.6 54 58.6 1 
18 18 56.3, 58.3 55, 53 56.3 1 
19 19 59.3, 63 57, 55 57.3 2 
20 20 58.6, 62 56, 54 58.6 keine 
21 21 58.9, 62.4 59, 55 58.9 3 
22 21.1 60.4, 63.4 55, 52 58.4 keine 
23 23 59.3, 63 57, 51 59.3 keine 
24 24 58.5, 60 58, 55 57 2 
25 25 58, 60.7 55, 52 59.2 keine 
26 26.1 59.5, 61 53, 52 59.5 keine 
26.2A 56, 58 55, 53 54.5 keine 27 
26.2B 59.3 55 59.3 2 
28 27 59.3, 60.3 55, 54 59.3 keine 
29 28 55.8, 58 56, 54 54.8 1 
30 29 59.7, 63 57, 55 59.7 2 
31 30 57.5, 59.5 54, 52 56.8 keine 
31.12 61, 63.7, 65 57, 56, 55 59.7 2 
31.34 60.6 59 60.6 1 
31.56 59.8, 60.8 62, 61 59.8 1 
31.78 57.9, 61.5 59, 57 57.9 keine 
32 
31.910 58, 62 60, 55 58 keine 
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Exon PCR- Temperatur initialer Puffer B- Wavemaker- Positivkontrollen 
 Fragment (°C) Anteil (%) Vorschlag (°C) (Anzahl) 
33 32 57.9, 61.9 56, 54 56.9 2 
34 33 59.7, 61.2 60, 60 59.7 keine 
35 34 54.9, 57.3, 59.6 58, 56, 55 53.9 keine 
36 36.1 59, 62 55, 53 56.7 1 
37 37 60.5, 62.5 58, 55 59.5 1 
38 39 59, 60.5 58, 56 59 keine 
39 40 57, 59.5 57, 55 57 2 
40 41 58.5, 61.5 57, 54 58.5 keine 
41 42 56.7, 57.7, 59.7 56, 56, 52 56.7 keine 
42 43 Direktsequenzierung 53.6 keine 
43 44 56.9, 58.9 56, 54 56.9 1 
44 46 56.8, 58.8 54, 53 55.8 keine 
45 47 56.7, 61.2 54, 50 55.2 keine 
46 48 56.5, 58 57, 55 56.5 1 
47 49 56.5, 57.5 54, 53 55.5 keine 
48 50 57.2, 58.8 58, 58 56.2 1 
49 51 56.4, 58.4 57, 56 56.4 keine 
50 52 58.3, 60.3 57, 55 57.3 keine 
51 53 Direktsequenzierung 57.3 keine 
52 54 57.9, 59.9 55, 54 56.9 2 
53 55 57.6, 59.6, 60.6 57, 56, 55 57.6 keine 
54 56 53.7, 56.7 55, 53 53.7 keine 
55 57 55.7, 57.7 57, 55 54.7 keine 
56 58 57.2, 58,7, 60 57, 56, 54 57.2 keine 
57 59 60.2, 61.2 54, 53 57.2 1 
60.65 57.9, 60 58, 56 57.9 keine 
60.43 58.1, 60.8, 62 59, 57, 56 58.1 7 58 
60.21 56, 58, 60.5 61, 59, 56 56 1 
59 61 54.1, 57.4 57, 55 53.1 1 
60 62 57.3, 59.7 57, 56 57.3 1 
65.AB 56.1, 58.1 60, 60 56.1 4 
65.CD 57.8 61 57.8 keine 61 
65.EF 57, 58 61, 61 57 1 
62 66 55.3, 57.3, 59.3 56, 55, 53 55.3 keine 
63 67 56.4, 58.4 55, 54 56.4 1 
64 68 56.3, 58.8 52, 51 55.3 keine 
65 69 53.5, 62 59, 55 53.5 1 
66 70 56.1, 58.6 56, 55 56.1 keine 
71.A 60.8, 62.4 57, 56 60.8 keine 67 
71.B 61.1, 62.4 57, 56 61.1 keine 
 
Tab. 4.2: Ergebnisse der DHPLC-Etablierung 
Zukünftige Screening-Untersuchungen zur Mutationsanalyse des PKHD1-Gens sollten für die 
einzelnen PCR-Fragmente unter den hier angegebenen Bedingungen durchgeführt werden. 
Die Analysetemperaturen liegen, abhängig vom Schmelzverhalten des Fragments, zwischen 
53.5°C und 65°C. Bei insgesamt sieben Fragmenten reichte eine Analysetemperatur aus, um 
den gesamten Sequenzbereich des jeweiligen Fragments bei der Mutationsdetektion 
abzudecken. Für 44 PCR-Fragmente mussten zwei, für 21 Fragmente drei verschiedene 
Temperaturen eingestellt werden. Die Fragmente 3.1, 9, 12, 43 und 53 konnten nicht für eine 
Mutationsanalyse mittels DHPLC etabliert werden, sie sollten in Zukunft mittels 
Direktsequenzierung untersucht werden. 
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4.2.1 PCR-Fragmente mit Positivkontrollen 
 
Für die 36 der 77 Fragmente konnten sämtliche 64 der zum Zeitpunkt der Etablierung 
verfügbaren Positivkontrollen bei den in Tabelle 4.2 aufgeführten Bedingungen dargestellt 
und eindeutig vom Wildtyp-Muster abgegrenzt werden. Die Sensitivität der etablierten 
Methode lag somit bei 100%. 
 
Für die PCR-Fragmente 4, 8, 17.2B, 17.3, 26.2B und 31.34 reichte eine Analysetemperatur 
aus, da die zugrunde liegenden Sequenzen einheitliche Schmelzprofile mit nur einer 
Schmelzdomäne aufwiesen. Die etablierten Analysetemperaturen entsprechen in diesen Fällen 
der Vorhersage der Wavemaker-Software, alle 13 für diese Fragmente vorhandenen 
Positivkontrollen konnten bei diesen Temperaturen nachgewiesen werden. Für Fragmente mit 
nur einer Schmelzdomäne stellt dieses Programm demnach eine zuverlässige Methode zur 
Temperaturbestimmung dar. Die Etablierung der PCR-Fragmente 4 und 17.2B ist in den 
Abbildungen 4.4 und 4.5 dokumentiert. 
 
Die restlichen 30 der insgesamt 36 Fragmente mit Positivkontrollen zeigten ein un-
einheitliches Schmelzverhalten mit jeweils mehr als einer Schmelzdomäne. Für diese 
Fragmente war die Vorhersage von nur einer Analysetemperatur durch die Wavemaker-
Software unzureichend, insgesamt konnten 24 der insgesamt 64 Positivkontrollen bei den 
vorgeschlagenen Bedingungen nicht nachgewiesen werden. Um für jedes Fragment alle 
Positivkontrollen nachweisen zu können, musste mindestens eine weitere Temperatur zum 
Wavemaker-Vorschlag hinzugefügt werden. Die von der Wavemaker-Software zur 
Mutationsanalyse vorgeschlagene Temperatur versteht sich immer als die optimale 
Analysetemperatur für den gesamten Nukleotidstrang des jeweiligen PCR-Fragmentes, die 
Schmelzeigenschaften weiterer Schmelzdomänen eines PCR-Produkts bleiben zunächst 
unberücksichtigt. Es zeigte sich, dass es sich bei den Proben, die bei dieser Temperatur nicht 
eindeutig nachweisbar waren, um Sequenzvarianten handelte, die einen Bereich des 
Fragments betrafen, der bei der vorgeschlagenen Temperatur noch zu 100% doppelsträngig 
vorlag. Durch die Auswahl weiterer Temperaturen musste ein Aufschmelzen jeder Domäne 
eines PCR-Fragments gewährleistet sein. Die Abbildungen 4.6, 4.7 und 4.9 stellen diesen 
Zusammenhang anhand der PCR-Fragmente 21, 40 und 60.43 dar. Für Fragmente mit mehr 
als einer Schmelzdomäne sind demnach die Temperaturen in Tabelle 4.2 angegeben, bei der 
alle Schmelzdomänen partiell denaturiert sind, um die Detektion unbekannter 
Sequenzvarianten über den gesamten Sequenzbereich zu ermöglichen. 
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Abb. 4.4: PCR-Fragment 4 
In (A) erkennt man ein einheitliches Schmelzverhalten, die Sequenz enthält eine Schmelzdomäne. Die von der 
Wavemaker-Software vorgeschlagene Analysetemperatur ist 57°C. (B) zeigt das Schmelzverhalten der einzelnen 
Sequenzbereiche bei 57 bzw. 58°C. Die Positivkontrolle c.107C>T (p.T36M) (2) befindet sich an Basenposition 
118, c.126delT (p.F42fsX63) (3) an Position 137. Der Sequenzbereich von Base 95-160 wird bei 57°C als 
angeschmolzen betrachtet. In (C) sind die Ergebnisse der DHPLC-Analyse bei 57°C und 58°C gezeigt. Bei 
beiden Temperaturen lassen sich die Positivkontrollen (2,3) vom Wildtyp-Muster (1) unterscheiden. Bei 57°C 
sind die Positivkontrollen jedoch besser voneinander abzugrenzen, die Peaks sind insgesamt schmaler. 57°C ist 
demnach die optimale Analysetemperatur für dieses Fragment. 
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Abb. 4.5: PCR-Fragment 17.2B 
(A) zeigt die Schmelzkurve des 262 bp langen Fragments, es ist eine Schmelzdomäne zu erkennen. Als 
Analysetemperatur schlug die Wavemaker-Software 60.9°C vor. (B) beschreibt das Schmelzprofil des 
Amplikons bei 60.9°C und 61.9°C. Die Basenpositionen der Positivkontrollen (2-6) sind mit Pfeilen markiert. 
Der Sequenzbereich von Base 90-170 wird bei 60.9°C als angeschmolzen angesehen. (C) zeigt die DHPLC-
Chromatogramme der fünf Positivkontrollen und einer Wildtyp-Probe. Bei einer Ofentemperatur von 60.9°C 
waren alle Positivkontrollen darstellbar. Die Varianten c.1486C>T (p.R496X) (4) und c.1487G>C (p.R496P) 
(5) waren aufgrund ihrer Nachbarschaft bei keiner der getesteten Analysetemperaturen voneinander 
abzugrenzen. Auffällig ist, dass auch Kontrolle (2) ein ähnliches Muster zeigte. 
54  4. Ergebnisse  
 
 
Abb. 4.6: PCR-Fragment 21 
In (A) erkennt man eine Schmelzkurve mit zwei Schmelzdomänen. Im Temperaturbereich von 57-65°C liegt das 
Fragment partiell denaturiert vor. Als Analysetemperatur gab die Wavemaker-Software 58.9°C an. (B) zeigt, 
dass bei 58.9°C lediglich der Basenbereich ab 200 teilweise geschmolzen ist, die Basen 1-199 liegen noch 
doppelsträngig vor. Bei 62.4°C sind die Basen 1-199 teilweise, der Bereich ab 200 bp vollständig geschmolzen. 
Der kleine Sequenzbereich um Base 120 wird als angeschmolzen betrachtet. Die Positionen der 
Positivkontrollen (2-4) sind mit Pfeilen markiert. (C) Bei 58.9°C konnte nur die Sequenzvariante c.2107G>A 
(p.D703N) (4) an Position 204 eindeutig nachgewiesen werden. Für die Positivkontrollen im höher 
schmelzenden Bereich (2,3) musste die Ofentemperatur auf 62.4°C erhöht werden, um die Proben vom Wildtyp-
Muster (1) abgrenzen zu können. Zukünftige Analysen sollten bei 58.9°C und 62.4°C erfolgen. 
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Abb. 4.7: PCR-Fragment 40 
(A) zeigt die Schmelzkurve des PCR-Fragments 40. Im Temperaturbereich von 55-65°C liegt das Fragment 
partiell denaturiert vor. Die von der Wavemaker-Software zur Mutationsanalyse empfohlen Temperatur ist 57°C. 
In (B) ist das Schmelzverhalten der 278 bp umfassenden Sequenz bei 57°C und 59.5°C dargestellt. Die 
Positionen der Positivkontrollen (2,3) sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Bei 57°C liegt der Sequenzbereich von 
Base 100-200 noch stark doppelsträngig vor, so dass beide Kontrollen bei dieser Analysetemperatur nicht 
nachgewiesen werden konnten (C). Erst bei 59.5°C zeigten die Proben im DHPLC-Chromatogramm ein vom 
Wildtyp abweichendes Elutionsprofil. 57°C sollte als Analysetemperatur jedoch mitgeführt werden, um die 
Sequenzbereiche 1-99 und 201-278 bei der Mutationsdetektion abzudecken. 
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Abb. 4.8: PCR-Fragment 59 
Die Schmelzkurve in (A) zeigt ein uneinheitliches Schmelzverhalten, zwischen 56°C und 65°C liegt das Fragment 
teilweise denaturiert vor. Als Analysetemperatur schlug die Wavemaker-Software 57.2°C vor. (B) gibt das 
Schmelzverhalten des Fragments bei 57.2, 60.2 und 61.2°C wieder. Die Positivkontrolle c.8870T>C (p.I2957T) 
(2) liegt an Position 99. Bei den Basen ab Position 180 handelt es sich um den Beginn des PKHD1-Intron 57, 
welches bei der Mutationsanalyse nicht berücksichtigt werden sollte. Bei 57.2°C ist nur dieser Sequenzbereich 
angeschmolzen, Kontrolle (2) konnte nicht detektiert werden (C). Mit einer Ofentemperatur von 60.2°C ließ sich 
die Probe jedoch nachweisen. Für zukünftige Untersuchungen sollten die Analysen bei 60.2 und 61.2°C 
durchgeführt werden. Auf 57.2°C kann verzichtet werden, wenn keine intronischen Sequenzvarianten detektiert 
werden müssen. 
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Abb. 4.9: PCR-Fragment 60.43 
Die Schmelzkurve in (A) zeigt drei Schmelzdomänen, als optimale Analysetemperatur schlug die 
Wavemaker-Software 58.1°C vor. In (B) erkennt man, dass bei 58.1°C nur der Sequenzbereich ab Base 200 
angeschmolzen ist, die Sequenzvarianten im vorderen Teil des Fragments (2-4) konnten bei dieser 
Temperatur nicht nachgewiesen werden (C). Da es sich aufgrund des Primerdesigns um ein überlappend 
amplifiziertes PCR-Fragment ohne flankierende intronische Abschnitte handelt, ist auch der Randbereich der 
Sequenz bei der Mutationsanalyse von Bedeutung. Bei 58.1°C sind die Basen ab Position 320 schon stark 
denaturiert, trotzdem konnte die Sequenzvariante (7) detektiert werden. Zudem ist dieser Sequenzbereich 
auch durch das PCR-Fragment 60.21 abgedeckt. Kommende Analysen sollten bei 58.1°C, 60.8°C und 62°C 
durchgeführt werden, eine zusätzliche niedrigere Temperatur ist nicht nötig. 
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Bei 13 der 36 Fragmente ist die von der Wavemaker-Software vorgeschlagene Temperatur 
nicht als eine der endgültigen Analysetemperaturen aufgeführt (Tab. 4.2). In diesen Fällen 
handelte es sich um Fragmente mit der niedrigsten Schmelzdomäne im intronischen Bereich 
der zugrunde liegenden Sequenz. Bei der vorgeschlagenen Temperatur waren jeweils nur 
diese intronischen Sequenzbereiche angeschmolzen. Um ein Aufschmelzen des exonischen 
Abschnitts des Fragments und damit die Detektion von Sequenzvarianten im diesem Bereich 
zu ermöglichen, musste die Analysetemperatur je nach Fragment um 1°C bis 3°C erhöht 
werden. Als Beispiel ist die Etablierung von Fragment 59 in Abbildung 4.8 gezeigt. 
 
Das Elutionsprofil einer Sequenzvariante war stark abhängig von der Ofentemperatur 
während des Analysevorgangs und damit vom Grad der Denaturierung des PCR-Fragments an 
der Basenposition der Sequenzvariante. Ein Zusammenhang zwischen Typ der Mutation, d.h. 
Punktmutation bzw. Deletion/Insertion, und Elutionsprofil konnte nicht festgestellt werden.  
Bei einer konkreten Analysetemperatur waren verschiedene Positivkontrollen eines PCR-
Fragments meist jedoch nicht nur vom Wildtyp-Muster, sondern auch untereinander anhand 
ihres spezifischen Elutionsprofils abgrenzbar (Abb. 4.4 - 4.10).  
DHPLC-Profile benachbarter Sequenzvarianten waren sich in der Regel ähnlich, ließen sich 
aber voneinander unterscheiden (Abb. 4.9; 4.11; 4.12). Lediglich bei PCR-Fragment 17.2B 
waren die Peak-Muster zweier benachbarter Kontrollen identisch (Abb. 4.5), zusätzlich 
zeigten die Ergebnisse der DHPLC-Analyse dieses PCR-Fragments jedoch, dass auch 
unterschiedliche, weit voneinander entfernte Mutationen identische Peak-Muster aufweisen 
können. 
 
Insgesamt waren 45 der 64 als Positivkontrollen eingesetzten Sequenzvarianten bei mehreren 
der für das jeweilige PCR-Fragment getesteten Analysetemperaturen nachweisbar. 20 
Positivkontrollen ließen sich nur bei einer der verwendeten Analysetemperaturen detektieren. 
Insbesondere die größeren Deletionen/Insertionen von mehr als drei Basen in den PCR-
Fragmenten 13, 16, 18, 32 und 65.AB waren jeweils über einen weiten Temperaturbereich 
detektierbar. Auch bei Analysetemperaturen, die zum vollständigen Aufschmelzen des 
Basenbereichs der Sequenzvariante führten, konnten diese Proben von den Wildtyp-Mustern 
abgegrenzt werden.  
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Abb.4.10: Elutionsprofile - Fragment 65.AB 
Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der 
DHPLC-Analyse bei 58.1°C. Die vier 
Sequenzvarianten (2-5) weisen unter-
schiedliche Elutionsprofile auf. Die Proben 
lassen sich sowohl vom Wildtyp als auch 
untereinander differenzieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.11: Elutionsprofile – Fragment 11 
Es sind die DHPLC-Elutionsprofile der beiden 
für das Fragment vorhandenen 
Positivkontrollen (2,3) abgebildet. Die 
Analysetemperatur betrug 56.3°C. Die vom 
Basenaustausch betroffenen Nukleotide liegen 
nur 3 Basen auseinander. Die Peak-Muster der 
Sequenzvarianten ähneln sich, sind jedoch 
nicht identisch. 
 
 
Abb. 4.12: Elutionsprofile – Fragment 16 
In der Abbildung sind die DHPLC-
Chromatogramme für eine Wildtyp-Probe (1) 
und drei Positivkontrollen (2-4) bei 58.4°C 
dargestellt. Die Punktmutationen (2) und (3) 
sind 6 Basen voneinander entfernt. Ihre 
Elutionsprofile sind sehr ähnlich, lassen sich 
aber voneinander abgrenzen. Die 
Deletion/Insertion (4) unterscheidet sich in 
ihrem Muster deutlich. 
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4.2.2 PCR-Fragmente ohne Positivkontrollen 
 
Von 41 PCR-Fragmenten ohne Positivkontrollen konnten 36 Fragmente für eine 
Mutationsanalyse mittels DHPLC zugänglich gemacht werden. Die restlichen fünf PCR-
Fragmente sollten in zukünftigen Screening-Untersuchungen mittels Direktsequenzierung 
analysiert werden (s. Kapitel 4.2.3). 
Abhängig von der Anzahl der Schmelzdomänen wurden für jedes Fragment zwei bis drei 
verschiedene Analysetemperaturen etabliert (Tab. 4.2). Analog zur Vorgehensweise bei den 
Fragmenten mit Positivkontrollen sind die Bedingungen angegeben, bei denen alle 
vorhandenen Schmelzdomänen des jeweiligen Fragmentes zu 60-99% doppelsträngig 
vorlagen. Mit der Wavemaker-Software wurden, ausgehend von dem durch das Programm 
ermittelten Temperatur-Vorschlag, weitere Temperaturen als Analysemethoden hinzugefügt. 
In 64% der Fälle (23/36) ist der Wavemaker-Vorschlag als die niedrigste Analysetemperatur 
beibehalten worden, für höher schmelzende Domänen wurden entsprechende zusätzliche 
Temperaturen ausgewählt. Zur Veranschaulichung ist die Etablierung der PCR-Fragmente 23 
und 71.A in den Abbildungen 4.13 und 4.14 dokumentiert. 
Eine Ausnahme bildete das PCR-Fragment 65.CD. Es handelt sich hierbei um den mittleren 
Teil des überlappend amplifizierten PKHD1-Exon 61. Aufgrund des sehr einheitlichen 
Schmelzprofils reicht eine Analysetemperatur aus, um das gesamte Fragment auf unbekannte 
Sequenzvarianten zu untersuchen (Abb. 4.15). Die eingestellte Temperatur entspricht der von 
der Software vorhergesagten (vgl. Kapitel 4.2.1). 
Bei den restlichen 13 Fragmenten wurde die von der Software ermittelte Temperatur nicht als 
eine der endgültigen Analysetemperaturen übernommen. Die niedrigste der etablierten 
Analysetemperaturen liegt je nach Fragment zwischen 0,5°C und 2°C über der 
vorgeschlagenen Temperatur. Bedingt durch die Lokalisation der niedrigsten Schmelzdomäne 
im intronischen Randbereich der Sequenz, waren bei der vorgeschlagenen Temperatur die 
mittleren, kodierenden Abschnitte des jeweiligen Fragments noch nicht angeschmolzen. Die 
Temperatur musste erhöht werden, um den für die Mutationsdetektion erforderlichen Grad der 
Denaturierung zu erreichen. Für das PCR-Fragment 68 ist dieser Zusammenhang in 
Abbildung 4.16 gezeigt. 
4. Ergebnisse  61 
 
 
Abb. 4.13: PCR-Fragment 23 
(A) zeigt die Schmelzkurve des PCR-Fragments, es sind zwei Schmelzdomänen zu erkennen. Als 
Analysetemperatur schlug die Wavemaker-Software 59.3°C vor. Bei 59.3°C sind nur die Randbereiche der 
Sequenz angeschmolzen, die Basen zwischen Position 35 und 150 liegen noch doppelsträngig vor (B). Erst bei 
einer Ofentemperatur von 63°C ist auch dieser Sequenzbereich partiell denaturiert. In (C) sind die DHPLC-Peak-
Muster für drei Wildtyp-Proben bei 59.3°C und 63°C abgebildet. Für beide Temperaturen konnten auswertbare 
DHPLC-Profile erzeugt werden. Das PCR-Fragment 23 sollten künftig bei 59.3°C uns 63°C untersucht werden. 
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Abb. 4.14: PCR-Fragment 71.A 
Die Schmelzkurve in (A) zeigt ein uneinheitliches Schmelzverhalten, zwischen  54°C und 65°C liegt das 
Fragment partiell denaturiert vor. Als optimale Analysetemperatur für den gesamten Strang gab die Software 
60.8°C an. Bei 60.8°C ist der Sequenzbereich zwischen Position 140 und 260 noch stark helikal (B). Um die 
Mutationsdetektion in diesem Bereich sicherzustellen, wurde 62.4°C als weitere Analysebedingung hinzugefügt. 
Die ersten 50 Basenpaare des Fragments sind bei beiden Analysetemperaturen schon vollständig 
aufgeschmolzen. Bei diesen Basen handelt es sich um das Ende des PKHD1-Intron 66, das abgesehen von 
Sequenzvarianten an der Intron-Exon-Grenze (splice-site) bei der Mutationsanalyse keine Rolle spielt. 
Kommende Untersuchungen sollten demnach bei 60.8°C und 63°C durchgeführt werden. 
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Abb. 4.15: PCR-Fragment 65.CD 
Das Fragment weist ein einheitliches Schmelzverhalten auf, es ist nur eine Schmelzdomäne zu erkennen (A). Als 
DHPLC-Analysetemperatur errechnete die Wavemaker-Software 57.8°C. In (B) ist der Grad der Denaturierung 
für jede Basenposition bei 55.8°C und 57.8°C aufgetragen. Bei 57.8°C liegt die helical fraction relativ 
gleichmäßig zwischen 60 und 99%, dies gilt als ideale Voraussetzung für die Mutationsdetektion. Lediglich der 
Beginn des Fragments bis Base 50 ist zu unter 50% denaturiert. Aufgrund des Primerdesigns ist dieser 
Sequenzabschnitt jedoch auch in PCR-Fragment 65.AB amplifiziert und kann hier vernachlässigt werden. 
Zudem haben die Ergebnisse einiger Fragmente mit Positivkontrollen gezeigt, dass Sequenzvarianten auch bei 
fortgeschrittenem Denaturierungsgrad detektiert werden können. Zukünftige Untersuchungen können demnach 
bei 57.8°C als alleiniger Analysetemperatur erfolgen. 
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Abb. 4.16: PCR-Fragment 68 
(A) zeigt die Schmelzkurve des PCR-Fragments 68. Im Temperaturbereich von 52-66°C liegt das Fragment 
partiell denaturiert vor. Die von der Wavemaker-Software zur Mutationsanalyse empfohlen Temperatur beträgt 
55.3°C. (B) Eine genauere Betrachtung des Schmelzverhaltens der Sequenz zeigt, dass bei 55.3°C lediglich die 
Basenpaare 1-60 und 180-204 teilweise angeschmolzen sind. Die für die Mutationsanalyse relevanten 
kodierenden Basen des PKHD1-Exon 64 liegen zwischen Position 65 und 173. Um die Detektion exonischer 
Sequenzvarianten zu gewährleisten wurden 56.3°C und 58.8°C als Analysemethoden etabliert. Eine 
Untersuchung bei 55.3°C ist nicht sinnvoll, da es sich bei den Randbereichen des Fragments um intronische 
Sequenzabschnitte handelt. 
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Durch das Fehlen von Positivkontrollen konnte die Detektionsgenauigkeit der etablierten 
Bedingungen für diese 36 Fragmente nicht überprüft werden. Da mit der beschriebenen 
Vorgehensweise jedoch alle vorhandenen Positivkontrollen bei den entsprechenden 
Fragmenten nachgewiesen werden konnten (s. Kap. 4.2.1), ist für die Mutationsdetektion bei 
den restlichen Fragmenten ebenfalls eine sehr hohe Sensitivität zu erwarten. 
Die in einem künftigen Mutationsscreening in diesen Genbereichen gefundenen 
Sequenzvarianten können dazu dienen, die eingestellten Bedingungen für diese Fragmente 
feinabzustimmen und einzelne Analysebedingungen, die sich als entbehrlich erweisen sollten, 
zu verwerfen. Letzteres ist unter Berücksichtigung des Kosten- und Zeitaufwands eines 
Analysedurchlaufs vor allem bei Fragmenten mit drei Analysetemperaturen zu erwägen. 
4.2.3 Direktsequenzierung 
 
Bei fünf der insgesamt 77 PCR-Fragmente waren die Schmelzeigenschaften der Sequenzen 
sehr uneinheitlich, so dass nicht für alle Bereiche des jeweiligen Fragments auswertbare Peak-
Muster erzeugt werden konnten. Mit steigender Analysetemperatur zeigten die DHPLC-
Chromatogramme sehr breite Elutionsprofile; distinkte Peaks waren nicht mehr zu erkennen. 
Der Einsatz alternativer Primersequenzen führte zu keiner wesentlichen Änderung dieser 
Ergebnisse. Für die Fragmente 3.1, 9, 12, 43 und 53 empfiehlt sich deshalb in Zukunft eine 
Mutationsanalyse mittels Direktsequenzierung. Abbildung 4.17 zeigt Schmelzeigenschaften 
und Elutionsprofile von PCR-Fragment 43. 
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Abb. 4.17: PCR-Fragment 43 
(A) zeigt die Schmelzkurve von Fragment 43. Der Abfall der helical fraction mit steigender Temperatur verläuft 
sehr flach, das Fragment liegt über einen Temperaturbereich von mehr als 15°C partiell denaturiert vor. Als 
optimale Analysetemperatur ermittelte die Wavemaker-Software 53.6°C. In (B) ist das Schmelzverhalten der 
einzelnen Sequenzbereiche bei 53.6°C, 56°C und 59°C dargestellt. Bei 53.6°C sind lediglich die Basen ab 
Position 120 angeschmolzen, hierbei handelt es sich um den Beginn des PKHD1-Intron 42. Um die 
Mutationsdetektion in den höher schmelzenden, exonischen Abschnitten des Fragments zu gewährleisten, 
wurden weitere Analysetemperaturen getestet. Außer für 53.6°C konnten für keine Temperatur distinkte Peak-
Muster produziert werden (C). Mit steigender Temperatur wurden die Elutionsprofile deutlich breiter und 
flacher, einer Peakhöhe von 8 mV bei 53.6°C stehen 2 mV bei 59°C gegenüber. Neben 56°C und 59°C wurden 
auch 58°C und 60°C getestet. Aufgrund dieser Ergebnisse sollte Fragment 43 zukünftig nicht mittels DHPLC, 
sondern mittels Direktsequenzierung untersucht werden. 
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Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines DHPLC-basierten Screening-
Verfahrens zum Nachweis von PKHD1-Sequenzvarianten bei autosomal-rezessiver 
polyzystischer Nierenerkrankung (ARPKD). Seit der Identifizierung des PKHD1-Gens 2002 
[ONUCHIC et al., 2002; WARD et al., 2002] sind bis heute 119 verschiedene Sequenzvarianten 
beschrieben worden [BERGMANN et al., 2003; FURU et al., 2003; ONUCHIC et al., 2002; 
ROSSETTI et al., 2003; WARD et al., 2002]. Die Erweiterung des Mutationsspektrums bei 
ARPKD bietet die Möglichkeit zur besseren Charakterisierung der molekularen Ursachen der 
Krankheit. Zudem hat die Mutationsanalyse bei ARPKD-Patienten auch klinische Relevanz, 
da in einigen Fällen eine exakte (Pränatal-) Diagnose nur durch direkten Mutationsnachweis 
möglich ist. 
Die Detektion von Sequenzvarianten vor allem in großen Genen erfordert eine effektive 
Methode, die maximale Sensitivität, hohen Probendurchlauf und niedrigen Kostenaufwand 
gewährleistet. Während unsere Gruppe in einer initialen Studie zeitaufwändige und nur 
bedingt sensitive SSCP-Analysen des PKHD1-Gens mit anschließender Sequenzierung 
auffälliger Proben durchführte [BERGMANN et al., 2003], stand nunmehr mit der DHPLC ein 
hochsensitives Verfahren zur Verfügung, das zudem semi-automatisch durchführbar ist. Die 
bei Blindanalysen ermittelte Sensitivität der DHPLC variiert zwischen 86% [KLEIN et al., 
2001] und 100% [WAGNER et al., 1999] und ist stark abhängig von der Temperatur bei der das 
mutationstragende PCR-Fragment untersucht wird. Der Ermittlung einer geeigneten 
Analysetemperatur kommt demnach eine zentrale Bedeutung zu.  
 
In dieser Arbeit wurde die für diesen Zweck entwickelte Wavemaker-Software (Version  
4.1.44) von Transgenomic getestet. Die Detektierbarkeit von insgesamt 64 Positivkontrollen 
bei den mit der Software bestimmten Analysebedingungen wurde überprüft.  
Das Programm schlug für jedes zu untersuchende PCR-Fragment eine Analysetemperatur vor, 
einzelne Schmelzdomänen blieben zunächst unberücksichtigt. Mit dieser Berechnung konnten 
40 der 64 Positivkontrollen nachgewiesen werden, entsprechend ergibt sich eine 
Detektionsrate von 62,5%. Die Darstellung aller vorhandenen Positivkontrollen erforderte die 
genauere Charakterisierung der Schmelzeigenschaften der einzelnen PCR-Fragmente. 
Wesentliche Informationen lieferte die Wavemaker-Software in einem Diagramm, in dem der 
Grad der Denaturierung (angegeben als helical fraction) für jede Basenposition des Fragments 
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bei einer wählbaren Temperatur angezeigt wurde. Einzelne Schmelzdomänen traten deutlich 
hervor (s. Kapitel 3.4.2). Diese Möglichkeit erlaubte es, durch die Auswahl von bis zu drei 
Analysetemperaturen das Aufschmelzen jeder einzelnen Schmelzdomäne eines PCR-
Fragments zu gewährleisten. Bei den so ermittelten Temperaturen konnten alle 64 
Positivkontrollen nachgewiesen und die Detektionsrate auf 100% erhöht werden. 
 
Als ideal zur Detektion der Sequenzvarianten erwies sich eine helical fraction von 60% bis 
99% im mutationstragenden Sequenzbereich. Die etablierten Analysetemperaturen liegen, 
abhängig vom GC-Gehalt des PCR-Fragments zwischen 53,5°C und 65°C. Dieses Ergebnis 
deckt sich mit den Angaben von OEFNER & HUBER (2002), die für DHPLC einen typischen 
Temperaturbereich von 50-70°C fordern. Aufgrund der zusätzlichen Wasserstoffbrücken-
bindung der GC-Basenpaare schmelzen GC-reiche Sequenzen bei höheren Temperaturen.  
Nur in Ausnahmefällen waren Mutationen bei einem Anteil doppelsträngiger DNA von unter 
20% nachweisbar. Es handelte sich hierbei um Deletionen bzw. Insertionen von mehr als drei 
Basenpaaren. Diese Proben waren über einen weiten Temperaturbereich detektierbar. Diese 
Ergebnisse decken sich mit den Resultaten von JONES et al. (1999), in deren Studie die 
Analysetemperatur bei einigen der untersuchten Sequenzvarianten gar nicht oder nur sehr 
gering variieren durfte, bei anderen Varianten war eine Detektion noch bei 
Temperaturdifferenzen bis zu 5°C möglich. Eine Erklärung hierfür liefern die theoretischen 
Grundlagen der Heteroduplexanalyse (s. Kapitel 2.2.3). Bei heterozygoten Anlageträgern mit 
Frameshift-Mutationen (Deletion/Insertion) sind die Einzelstränge der entstandenen 
Heteroduplices, im Gegensatz zu den Bedingungen bei Trägern von Punktmutationen, nicht 
gleich lang. Es scheint verständlich, dass diese Veränderung einen deutlicheren Unterschied 
der physikalischen Eigenschaften der Hetero- und Homoduplices bedingt als der Mismatch 
von nur einem Basenpaar bei Punktmutationen. Auch mit einer weniger genauen Einstellung 
der Analysebedingungen auf die exakte Position der Sequenzvariante konnten Deletionen und 
Insertionen erfolgreich nachgewiesen werden. 
 
Bei sämtlichen Fragmenten mit einem einheitlichen Schmelzprofil und nur einer 
Schmelzdomäne konnten alle vorhandenen Positivkontrollen bei der von der Software 
ermittelten Temperatur eindeutig nachgewiesen werden. Dies belegt die exzellente 
Vorhersage-Genauigkeit des Wavemaker-Programms für PCR-Fragmente mit nur einer 
Schmelzdomäne. 
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Aber auch für die Analyse von PCR-Fragmenten mit multiplen Schmelzdomänen bietet die 
Software durchaus Möglichkeiten, die Temperaturen an die Eigenschaften des jeweiligen 
Fragments anzupassen. Bei der von der Software ermittelten Analysetemperatur war jeweils 
nur die Schmelzdomäne mit dem niedrigsten Schmelzpunkt partiell denaturiert. Um die 
Mutationsdetektion auch in den übrigen Schmelzdomänen des PCR-Fragments zu 
gewährleisten, mussten weitere Temperaturen ausgewählt werden. 
In der Regel wurde die vorgeschlagene Analysetemperatur durch ein bis zwei weitere 
Bedingungen ergänzt. Die von der Software ermittelte Temperatur stellte dann die niedrigste 
der etablierten Analysetemperatur dar. 
In einigen Fällen ist die vorgeschlagene Temperatur jedoch nicht als eine endgültige 
Bedingung etabliert, sondern durch höhere Temperaturen ersetzt worden. Bei diesen 
Fragmenten war bei der von der Software vorgeschlagenen Temperatur nur der intronische 
Randbereich der Sequenz angeschmolzen, da die niedrigste Schmelzdomäne in diesem 
Abschnitt lag. Bei der PKHD1-Mutationsanalyse liegt der Schwerpunkt auf der Detektion von 
exonischen Sequenzvarianten und Splice-Site-Mutationen, die für diese Fragmente von der 
Software vorgeschlagenen Analysetemperaturen sind zu niedrig und können deshalb in einem 
zukünftigen DHPLC-Screening vernachlässigt werden. 
Der relativ hohe Zeit- und Arbeitsaufwand bei der Etablierung mehrerer DHPLC-
Analysetemperaturen für ein PCR-Fragment erwies sich als gerechtfertigt, wenn man die 
ermittelten Detektionsraten vor und nach der Optimierung vergleicht. 
 
Einige Autoren beobachteten im Rahmen ihrer DHPLC-Analysen mutationsspezifische 
Elutionsprofile. Dabei konnte eine unbekannte Mutation in einer DNA-Probe anhand ihres 
DHPLC-Profils identifiziert werden, wenn dieses Profil bereits einer durch Sequenzierung 
bestätigten Mutation zugeordnet worden war (genotyping by DHPLC) [GROSS et al., 1999; 
NICKERSON et al., 2000; O´DONOVAN et al., 1998]. 
In der vorliegenden Arbeit war eine solche Zuordnung häufig, aber nicht immer möglich. 
Zum Teil waren die DHPLC-Profile der bereits bekannten PKHD1-Sequenzvarianten so 
charakteristisch, dass sogar verschiedene Nukleotidaustausche an gleicher Basenposition 
unterschieden werden konnten. Andere Beispiele zeigten jedoch, dass auch verschiedene 
Mutationen identische Elutionsprofile aufweisen können. Aus diesem Grund reicht für eine 
DNA-Probe mit unbekanntem PKHD1-Mutationsstatus die alleinige DHPLC-Analyse nicht 
aus, um eine Sequenzvariante eindeutig zu identifizieren. Proben mit auffälligem DHPLC-
Muster sollten immer anschließend sequenziert werden. 
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Bei der Analyse von Familienmitgliedern aus ARPKD-Familien mit bereits bekannten 
familienspezifischen Mutationen reicht ein mutationsspezifisches DHPLC-Profil jedoch aus, 
um das Vorhandensein der bereits bekannten Mutation bei weiteren Familienmitgliedern zu 
überprüfen. 
 
Die endgültigen Bedingungen zur DHPLC-Analyse der einzelnen PKHD1-Fragmente sind in 
Tabelle 4.2 zusammengestellt. Die Etablierung der optimalen Analysetemperaturen der PCR-
Fragmente für die keine Positivkontrollen vorhanden waren, erfolgte entsprechend der 
Vorgehensweise bei den Fragmenten mit Kontrollen. Für diese Fragmente ist deshalb bei der 
Mutationsdetektion eine vergleichbar hohe Sensitivität zu erwarten. Es bleibt jedoch unklar, 
warum in manchen Genbereichen bei den bisherigen Mutationsanalysen [BERGMANN et al., 
2003; FURU et al., 2003; ONUCHIC et al., 2002; ROSSETTI et al., 2003; WARD et al., 2002]  
weniger bzw. keine Sequenzvarianten gefunden wurden. Auf der einen Seite könnte die 
fehlende Detektion durch die Grenzen der Methodik bedingt sein, d.h. aufgrund der 
Eigenschaften der Sequenzen dieser Fragmente wäre DHPLC nicht in der Lage, vorhandene 
Mutationen aufzuspüren. Da jedoch in den fünf Arbeiten neben DHPLC auch andere 
Verfahren (SSCP und Sequenzierung) eingesetzt wurden, ist es glaubhafter, dass diese 
PKHD1-Genabschnitte statistisch weniger häufig von DNA-Mutationen betroffen sind. 
 
Fünf der insgesamt 77 PKHD1-Fragmente konnten nicht für eine Mutationsanalyse mittels 
DHPLC etabliert werden und sollten in Zukunft mittels Direktsequenzierung untersucht 
werden. Bei Screening-Untersuchungen von ARPKD-Patienten sollten diese Fragmente 
zuletzt analysiert werden, um den Kostenaufwand zu reduzieren. Aufgrund des rezessiven 
Vererbungsmodus kann nach erfolgreicher Detektion von zwei sicher pathogenen 
Sequenzvarianten bei einem ARPKD-Patienten auf die Analyse weiterer Fragmente 
verzichtet werden. Obwohl keine eindeutigen Hinweise auf einen „Mutationshotspot“ 
bestehen [BERGMANN et al., 2003], sollten die statistischen Häufungen der gefundenen 
Mutationen bei dem Entwurf einer Screening-Reihenfolge der PCR-Fragmente berücksichtigt 
werden. Fragmente mit vorhandenen Positivkontrollen sollten zu Beginn der Untersuchung 
einer DNA-Probe analysiert werden. 
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Die ermittelte Sensitivität der Methode liegt mit 100% deutlich über den für SSCP-Analysen 
angegeben Werten [HAYASHI & YANDELL, 1993; SHEFFIELD et al., 1993]. Die Vorteile der 
DHPLC-Analysen gegenüber der Direktsequenzierung aller PKHD1-Fragmente liegen in der 
Zeitersparnis und der deutlichen Reduzierung der Kosten. Mit DHPLC als Screening-
Verfahren lässt sich die Zahl der Sequenzierungen einzelner Proben stark senken. Geht man 
davon aus, dass eine genomische DNA-Probe eines ARPKD-Patienten nach erfolgtem 
DHPLC-Screening aufgrund auffälliger Elutionsprofile in zwei bis fünf PCR-Fragmenten 
sequenziert werden muss (eventuelle falsch-positive DHPLC-Ergebnisse berücksichtigt) und 
stellt man dies der Zahl von 77 Sequenzierung bei einer Mutationsanalyse ohne DHPLC 
gegenüber, wird dieser Zusammenhang deutlich. 
Eine wesentliche Kostensenkung konnte durch die Auswahl der DNA-Polymerase erreicht 
werden. Nach Angaben des Herstellers des DHPLC-Systems (Transgenomic) empfiehlt sich 
der Einsatz einer proof-reading Polymerase die von Transgenomic als Optimase angeboten 
wird. Dieses Enzym reduziert die Rate des Fehleinbaus während der Amplifikation. Die 
Ergebnisse der PCR-Etablierung zeigen, dass nur für 16 der 72 für DHPLC eingestellten 
Fragmente der Einsatz der teureren Optimase-Polymerase sinnvoll ist. Für die restlichen PCR-
Fragmente konnten mit Taq-Polymerase gleichwertige Ergebnisse erzielt werden. Bei der 
DHPLC-Analyse einer Patienten-DNA ergeben sich für die Amplifikation der 72 Fragmente, 
bei einem Listenpreis von 0,76 €/Unit Optimase- und 0,45 €/Unit Taq-Polymerase, 
Enzymkosten von etwa 110 € bei ausschließlicher Verwendung von Optimase. Werden 
jedoch nur die ermittelten 16 Fragmente mit Optimase, die übrigen mit Taq-Polymerase 
amplifiziert, resultieren Gesamtkosten von etwa 75 €. Dies macht die wirtschaftliche 
Relevanz der PCR-Optimierung verständlich. 
Grenzen erreicht DHPLC als Analysemethode bei PCR-Fragmenten mit mehr als drei 
Schmelzdomänen. Die Auswahl jeder zusätzlichen Analysetemperatur geht mit steigendem 
Etablierungs- und späterem Analyseaufwand einher. Einen weiteren Nachteil liegt in den 
initial relativ hohen Anschaffungskosten eines DHPLC-Systems. Zudem muss bemerkt 
werden, dass es für fünf von 77 PCR-Fragmenten nicht möglich war, auswertbare 
Elutionsprofile zu erzeugen. Auch die Variation der Primersequenzen führte zu keiner 
Änderung dieser Ergebnisse. Schließlich stellt die starke Abhängigkeit der Sensitivität von 
der Analysetemperatur einen weiteren Nachteil der Methode dar. Kleinste Änderungen der 
Ofentemperatur, z.B. durch Luftzug, können das Elutionsverhalten eines PCR-Fragments 
beeinflussen. Mit einer entsprechenden räumlichen Unterbringung des DHPLC-Systems und 
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einer regelmäßigen Überprüfung der Ofenkalibrierung kann dieser Problematik jedoch 
begegnet werden. 
Insgesamt erwies sich DHPLC als eine zeitsparende, kostengünstige und nach Optimierung 
der Analysetemperaturen mit der Wavemaker-Software hochsensitive Methode zur Detektion 
von PKHD1-Sequenzvarianten. 
 
In der Literatur sind die Ergebnisse erster Mutationsanalysen des PKHD1-Gens mittels 
DHPLC beschrieben (s. Kapitel 2.2.4). FURU et al. (2003) untersuchten alle 66 kodierenden 
Exons des PKHD1-Gens bei 60 ARPKD-Patienten. Die verwendeten PCR- und DHPLC-
Bedingungen wurden aus der Arbeit von ONUCHIC et al. (2002) übernommen, in deren 
Rahmen das PKHD1-Gen identifiziert wurde, und bei einigen PCR-Fragmenten modifiziert. 
Eine weitere Arbeitgruppe veröffentlichte ebenfalls 2003 ihre Ergebnisse eines PKHD1-
Mutations-Screenings. ROSSETTI et al. (2003) griffen bei der Untersuchung von 61 Patienten 
auf die von WARD et al. (2002) zur DHPLC-Analyse etablierten Bedingungen zurück. Die in 
den Studien angegebenen Sensitivitäten liegen bei 52% [FURU et al., 2003] bzw. 47% 
[ROSSETTI et al.] und damit unter dem von BERGMANN et al. (2003) mittels SSCP-Analysen 
ermittelten Wert von 61%. 
Es ist verständlich, dass die in der vorliegenden Arbeit bestimmte Detektionsrate von 100% 
bei der Blindanalyse von bekannten PKHD1-Sequenzvarianten nicht auf die Sensitivität bei 
der Untersuchung von ARPKD-Patienten auf pathogene Mutationen übertragen werden kann. 
Trotzdem sollte die Sensitivität bei der Analyse des gleichen Gens mit DHPLC höher liegen 
als bei einer SSCP-Analyse. Dies weist auf methodischen Ungenauigkeiten bei der 
Etablierung der Analysebedingungen in den beiden DHPLC-Studien hin. Sowohl FURU et al. 
(2003) als auch ROSSETTI et al. (2003) verwendeten ein DHPLC-System für das kein Hoch-
Präzisions-Ofen installiert war. Die Analysetemperaturen wurden hier von der Wavemaker-
Software auf ganze Zahlen gerundet. Darüber hinaus wurden die PCR-Fragmente bei 
maximal zwei verschiedenen Temperaturen untersucht, Sequenzvarianten in einzelnen 
Schmelzdomänen könnten übersehen worden sein. Nur ROSSETTI et al. (2003) verwendeten 
in ihrer Arbeit Positivkontrollen, um die ermittelten Temperaturen zu überprüfen. Für jedes 
PCR-Fragment war jedoch nur maximal eine Kontrolle vorhanden, was eine Zuordnung von 
Positivkontrollen zu einzelnen Sequenzbereichen eines Fragments verhinderte. 
Die niedrigen Sensitivitäten der DHPLC-Analysen in den verschiedenen Studien sind jedoch 
sicher auch durch die schwierige diagnostische Abgrenzung der ARPKD von anderen 
kindlichen Nephropathien bedingt, vor allem Neumutationen bei ADPKD sind eine wichtige 
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Differentialdiagnose. Zudem ist auch die Frage nach genetischer Heterogenie für ARPKD 
nach wie vor nicht vollständig geklärt. Die bisherigen Ergebnisse lassen zumindest die 
Existenz beeinflussender Faktoren, z.B. Umweltbedingungen und genetischer Hintergrund, 
vermuten [BERGMANN et al., 2003]. Eine weitere Begründung liefert die Tatsache, dass in 
allen bisher veröffentlichten Studien ausschließlich die 66 Exons des ORF auf Mutationen 
untersucht wurden. Splice-Varianten und alternative Transkripte, intronische 
Sequenzvarianten und Promotor-Veränderungen wurden in den Analysen nicht berücksichtigt. 
Darüber hinaus können größere genomische Umbauten wie Duplikationen, Deletionen und 
Inversionen einzelner oder mehrerer Exons mit den eingesetzten PCR-basierten Verfahren 
nicht nachgewiesen werden. In einem umfassenden Screening sollten deshalb bei Patienten 
mit ausbleibendem Mutationsnachweis ergänzende Verfahren zur Anwendung kommen. Die 
Grenzen der DHPLC bezüglich der Detektion von Mutationen bei homozygoten 
Anlageträgern spielen bei ARPKD eine eher untergeordnete Rolle, da meistens ein 
compound-heterozygotes Allelmuster vorliegt [BERGMANN et al., 2003; FURU et al., 2003; 
ROSSETTI et al., 2003]. Patienten mit exakter klinischer Diagnose der ARPKD und fehlender 
parentaler DNA sollten auf homozygote Haplotypen überprüft und gegebenenfalls vor der 
DHPLC-Analyse mit einem Wildtyp-PCR-Produkt gemischt werden.  
 
74  6. Zusammenfassung 
6. Zusammenfassung 
 
Denaturierende Hochdruckflüssigkeitschromatographie (DHPLC) ist ein Verfahren zur 
Detektion von Sequenzvarianten in DNA-Fragmenten mit hoher Sensitivität und hohem 
Probendurchsatz. Das Verfahren basiert auf der temperaturmodulierten Heteroduplexanalyse, 
bei der Punktmutationen und kleinere Deletionen/Insertionen aufgrund der durch sie 
bedingten Veränderung des Elutionsverhaltens der mutationstragenden Fragmente in der 
Chromatographie nachgewiesen werden können. Entscheidender Parameter ist die 
Säulentemperatur bei der die Analyse durchgeführt wird. Bei einer Vielzahl von humanen 
krankheitsassoziierten Genen ist diese Methode bereits zur Mutationsanalyse eingesetzt 
worden. 
In dieser Arbeit wurden DHPLC-Bedingungen zur Analyse des bei autosomal-rezessiver 
polyzystischer Nierenerkrankung (ARPKD) betroffenen PKHD1-Gens etabliert. Das in 77 
PCR-Fragmenten amplifizierte Gen konnte für 72 Fragmente einer DHPLC-basierten Analyse 
zugänglich gemacht werden, fünf Fragmente konnten nicht etabliert werden und sollten in 
Zukunft mittels Direktsequenzierung untersucht werden. Die DHPLC-Analysebedingungen 
wurden mit der von Transgenomic entwickelten Wavemaker-Software ermittelt. Bereits 
bekannte PKHD1-Sequenzvarianten dienten als Positivkontrollen, um die mit den 
eingestellten Bedingungen erreichbare Sensitivität zu bestimmen. Es zeigte sich, dass es für 
Fragmente mit einem uneinheitlichen Schmelzprofil und mehr als einer Schmelzdomäne nicht 
ausreichte, nur bei einer Bedingung zu untersuchen. Vielmehr war es bei diesen Fragmenten 
nötig, weitere Analysetemperaturen zum Software-Vorschlag hinzuzufügen. Die Sensitivität 
konnte durch die Optimierung der initialen Software-Angaben von 62,5% auf 100% erhöht 
werden. Es konnten alle 64 Positivkontrollen eindeutig nachgewiesen werden. Die 
Wavemaker-Software bot insgesamt gute Möglichkeiten, um die Schmelzeigenschaften eines 
PCR-Fragments ausreichend genau zu bestimmen. 
Nach einem zu Beginn relativ hohen Etablierungsaufwand, der im Hinblick auf die erreichte 
Detektionsrate durchaus gerechtfertigt erscheint, erwies sich DHPLC als eine zeitsparende 
und kostengünstige Methode zur Detektion von Sequenzvarianten im PKHD1-Gen. Bezüglich 
der Mutationsspezifität der Elutionsprofile zeigte sich, dass die Zuordnung einer unbekannten 
zu einer bereits bekannten Mutation anhand des DHPLC-Musters häufig, aber nicht immer 
gültig ist. Demnach muss genotyping by DHPLC bei ARPKD als unsicher eingestuft werden, 
Proben mit auffälligen Elutionsprofilen sollten immer zusätzlich sequenziert werden. 
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Durch die gewonnenen Ergebnisse sind die Grundlagen für eine sensitive DHPLC-basierte 
Mutationsanalyse von ARPKD-Patienten geschaffen. Die Erweiterung des 
Mutationsspektrums bei ARPKD erlaubt es, genauere Einsichten in die Beziehungen 
zwischen Struktur und Funktion des PKHD1-Genprodukts zu gewinnen und kann einen 
Beitrag zum besseren Verständnis der molekularen Ursachen der Erkrankung leisten. 
Daneben hat die Analyse von PKHD1-Sequenzvarianten auch diagnostische Relevanz. In 
vielen Fällen wird eine exakte (Pränatal-) Diagnose erst durch den direkten 
Mutationsnachweis möglich. Genaue Werte für die Sensitivität eines PKHD1-Mutations-
Screenings betroffener Patienten mit den im Rahmen dieser Arbeit etablierten DHPLC-
Analysebedingungen bleiben abzuwarten und sind Gegenstand aktueller Untersuchungen. 
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